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RESUMEN

Hemos estudiado las caracteristicas basicas de la metilacién de lipidos en tdbu-
los permeabilizados de corteza renal canina. Utilizando como donante de grupos
metilo la S-adenosil-L-(*H-metil)metionina, hemos encontrado mayor actividad a
pH 9 que a pH 7. La actividad enzimatica mostraba una K, para la S-adenosil-L-
metionina de 16 UM a pH 9. A los treinta minutos de reaccién a este pH, los
principales productos eran la fosfatidilcolina y un lipido no polar. La actividad
enzimdtica no se modificé por la adicion al medio de incubacién de Ca** o
Mg*™* a ninguno de los pHs estudiados. La preincubacién de los tibulos intactos
con dosis elevadas de angiotensina i, parathormona o vasopresina tampoco alteré
la metilacion de lipidos. Estos resultados sugieren que esta actividad no estd regu-
lada, al menos «in vitro», por ninguno de estos agonistas relacionados con el
transporte ionico en el tibulo renal.
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RENAL CORTEX
SUMMARY

The basic characteristics of lipid methylation reactions have been studied in
canine renal tubules. Incorporation of (*H)methyl groups from S-adenosyl-L-(3H-
methyl) methionine into lipids of permeabilized tubules, was higher at pH 9 than
at pH 7. Measurements performed at increasing concentrations of the methy! do-
nor yielded a Ky, for S-adenosyl-L-methionine close to|16 uM..Labeled phosphati-
dylcholine and a non-polar lipid fraction represented 60 % of the total labeled
lipids generated over 30 min. incubation at pH 9. Lipid methylation activity was
not modified by Ca™* or Mg™ ™ at either pH studied. The activity was also unchan-
ged after treatment of tubules with high doses of angiotensin Il, parathormone or
vasopressin. These results suggest that lipid methylation is not regulated, at least
«in vitro», by any of these agonists related to the ion transport in the renal tubule.
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Introduccion

La biosintesis de fosfatidilcolina por metilaciones
sucesivas de la fosfatidiletanolamina es un proceso
metabdlico implicado en los mecanismos de trans-
misién de senales en diversos tipos de células '™*.
Estos mecanismos incluyen: alteraciones en la con-
centracién de Ca** intracelular, en la fluidez y en la
actividad de enzimas de la membrana y/o la libera-
ci6én de acido araquidénico *7. Algunos estudios re-
cientes sugieren que esta ruta de sintesis de fosfati-
dilcolina, aunque minoritaria en el rifién, podria es-
tar implicada en la regulacién de algunos procesos
de transporte idnico 8'°.

En este trabajo hemos estudiado la metilacién de
lipidos en tibulos permeabilizados, aislados a partir
de corteza renal canina. Hemos encontrado que esta
actividad no es modulada, al menos «in vitro», por
Ca** o Mg*™, ni por parathormona (PTH), angio-
tensina Il o vasopresina, hormonas relacionadas con
la regulacién del transporte iénico renal.

Material y métodos

Aislamiento de tdbulos renales: Se utilizaron pe-
rros alimentados con una dieta estandar. Una vez
anestesiados con pentobarbital i.v., se les practicé
una nefrectomia por incisién en la linea media. Los
tabulos se obtuvieron por una modificacién del mé-
todo de Vinay y cols. ''. El riAdn, inmediatamente
después de extraido, se perfundié a través de la arte-
ria renal con tampén de Krebs-Henseleit con glucosa
5 mM {(KHG), pH 7,4, saturado con O, 95 por 100,
CO, 5 por 100, a 4° C. Una vez decapsulado, se ob-
tuvieron rebanadas de corteza de 0,2-0,3 mm. de
espesor con un microtomo de Stadie-Riggs. Los frag-
mentos de corteza se incubaron con 1 mg/ml de co-
lagenasa en KHG conteniendo 0,25 por 100 (w/v) de
albumina bovina, durante cincuenta minutos, a
37° C. A continuacién, la suspension se filtré a tra-
vés de una gasa cuddruple y se diluy6é hasta 50 ml
con KHG frio. La suspensién resultante se centrifugé
a 60 g durante 30 s y los tabulos del sedimento se
lavaron tres veces mas con KHG. Después del alti-
mo lavado, los tibulos se resuspendieron en KHG y
se mantuvieron a 4° C hasta realizar los experimen-
tos.

La estimulacién de los tabulos con las diferentes
hormonas se efectud de la siguiente manera: Los td-
bulos (4 mg proteina) en KHG gaseado con carb6-
geno fueron estimulados con el agente agonista des-
pués de una preincubacion de treinta minutos a
37° C. La angiotensina Il y la vasopresina se disolvie-
ron en suero salino con 0,1 por 100 de albdmina
bovina deslipidizada. La PTH se disolvié en acido
acético 10 mM. Después de la incubacion, la sus-
pension de tabulos se centrifugé a 10.000 g durante
cinco a siete segundos. Después de eliminar el so-
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brenadante, el sedimento se resuspendié en tampén
de Tris-acetato 50 mM, pH 9. Los tabulos se per-
meabilizaron por congelacién répida en hielo
secofacetona y posterior descongelacién.

Para estudiar el efecto del Ca*™ ydel Mg** sobre
la metilacién de lipidos, los tdbulos se lavaron en
KHG con EDTA 5 mM antes de la permeabilizacion,
manteniéndose una concentracién final del agente
quelante de 0,5 mM durante el ensayo de metila-
cion. :

Metilacion de lipidos: Los tibulos permeabiliza-
dos (1 mg. proteina) se incubaron a 37° C en Tris-
acetado 50 mM (pH 9 6 7) con 100 pM de S-adeno-
sil-L-(H-metil) metionina (1 puCi) en un volumen to-
tal de 0,5 ml. La reaccién se detuvo pipeteando la
mezcla de incubacién en 20 vol. de cloroformo/
metanol/HCl 2N (6:3:1, v/v) para extraer los lipi-
‘dos. La fase cloroférmica se lavé tres veces con 1 ml
de KCI0,5 M en metanol al 50 por 100. A continua-
cion, la fase cloroférmica se secé en Ny, se disolvié
en 10 ml de liquido centelleador con Triton X-100
y se conté su radiactividad en un contador de radia-
cion B. Los diferentes fosfolipidos marcados se se-
pararon por cromatografia en placas de gel de sili-
ce G, desarrolladas en 4cido propidnico/alcohol n-
propilico/cloroformofagua (2:2:1:1, v/v) '?. Después
de la cromatografia, la silice correspondiente a la
posicion de los diferentes lipidos se raspé y se contd
su radiactividad. Las proteinas se determinaron por
el método de Bradford '>.

La colagenasa y la S-adenosil-L-metionina se obtu-
vieron de Boehringer Mannheim (Repdblica Federal
Alemana). La angiotensina Il era de Ciba (Hyperten-
sin, Basel, Suiza). La arginina-vasopresina se obtuvo
de Sigma (St. Louis, EE. UU.). La PTH 1-34 humana
fue un donativo del Revlon Health Care Group (New
York, EE. UU.). La S-adenosil-L-(*H-metil) metionina
(5-15 Ci/mmol.) era de New England Nuclear (Bos-
ton, EE. UU.). Todos los reactivos eran de grado
analitico.

Tabla 1. Efectos del pH e iones divalentes sobre la
metilacion de lipidos en tdbulos renales
permeabilizados. La reaccién se efectué a
pH 9 con 100 pM de S-adenosil-L-
metionina. Los resultados son la media.
+ DE de dos experimentos en duplicado.

p moles metilo incorporado
x min~' X mg. proteina~'
pH 7 pH 9

Control ................ 6,4 +1,6 10,2 £ 2,0

Ca*™ (2,5mM)......... 6,1 1,6 9,6 1,2

Mgt GmM) .. 6,1+ 0,1 9,6 1,8




Resultados y discusion

Hemos estudiado la incorporaciéon de grupos
(*H)metilo en lipidos del tabulo renal cortical a'dos
pHs diferentes, con o sin Ca™ o Mg™*™ (tabla ).
Observamos una mayor incorporacién de (*H)jradiac-
tividad a pH 9 que a pH 7, aunque muchomenor que
la encontrada en hepatocitos '. La actividad de metil-
transferasa(s) no se modificé significativamente por la
presencia de Ca™* o de Mg* ™ aninguno de los pHs
estudiados. Wn resultado similar, aunque con valores
mas bajos, se obtuvo utilizando una concentracién
menor de S-adenosil-L-metionina

A pH 9, utilizando 100 pM de S-adenosil-L-
metionina, la reaccion fue lineal hasta treinta minu-
tos de incubacién y hasta 2 mg. de proteinas del td-
bulo. A este pH hemos encontrado una K, de 16
MM para la S-adenosil-L-metionina, un valor muy
por debajo de su concentracién renal (50-100
M) '*. En estas condiciones, la mayoria de la
(Hjradiactividad se encontraba asociada a fosfati-
dilcolina y a una fraccién lipidica no polar que mi-
graba con el frente del solvente, de tal modo que a
los treinta minutos de reacciéon ambas fracciones
constituian el 60 por 100 del total de los lipidos mar-
cados (fig. 1). Una fraccién similar, constituida por
ésteres metilicos de acidos grasos, se ha descrito que
aparece como producto de metilacién en microso-
mas de varios tejidos, fundamentalmente proceden-
tes de érganos con actividad exocrina '>. La metila-
cion de dcidos grasos y derivados podria jugar un
papel en la regulacién de ciertas funciones de la
membrana en estos tejidos '>* '°.
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Fig. 1.—Separacion de lipidos metilados en tubulos de corteza

renal a los quince minutos de reaccién, a pH 9. LPC, lisofosfatidil-

colina; PC, fosfatidilcolina; PDE, fosfatidil-N, N-dimetiletanola-
mina; PME, fosfa(idil-N-monomeliIelanolamina.

Caracterizacién de lipidos metiltransferasa(s)
en tibulos de corteza renal

Tabla II. Efectos de varias hormonas sobre la meti-
lacion de lipidos en tdbulos renales per-
meabilizados. Los tdbulos se preincuba-
ron durante veinte minutos con el agonis-
ta antes de la permeabilizacién. La meti-
lacion se realizé a pH 9 con 100 puM de
S-adenosil-L-metionina. Los resultados
son la media = DE de dos experimentos
en duplicado.

Actividad
enzimdtica

Control .. ... . ... 100

Angiotensina Il (1077 M) .................... 98 £ 6

PTH(OI0™®M) ... 93 £ 3

Vasopresina (TO77 M) . ... ... ... 96 £ 6

100 por 100 de actividad corresponde a 14,3 + 2,0 pmoles metilo incorpo-
rado/min~'/mg proteina~".

La preincubacion de los tibulos con dosis eleva-
das de angiotensina 1l (1077 M), PTH (10~° M) o
vasopresina (1077 M) durante un tiempo maximo de
veinte minutos no afecté la metilacién de lipidos en
los tibulos permeabilizados (tabla 11). Estos resulta-
dos contrastan con otros hallazgos en hepatocitos de
rata, donde dosis idénticas a las utilizadas en estos
estudios, de angiotensina il y vasopresina, producen
una estimulacion rapida de la metilacién de
fosfolipidos '”. Por otra parte, concentraciones ele-
vadas de PTH similares a las nuestras estimulan el
metabolismo de los fosfoinositidos en tdbulos rena-
les «in vitro» '® 19,

Estos resultados sugieren que la metilacién de lipi-
dos no estd asociada a la accién, al menos «in' vi-
tro», de angiotensina Il, PTH o vasopresina, en el tu-
bulo renal cortical.
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