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RESUMEN

Hemos estudiado las rutas de biosintesis de la fosfatidilcolina en tibulos aisla-
dos de corteza renal canina a diferentes tiempos después de una nefrectomia uni-
lateral. La via de la transmetilacién, que a nivel basal es unas 60 veces menos
activa que la ruta de la transcolinacién en este sistema, no parece mediar el au-
mento de sintesis de fosfatidilcolina durante la hipertrofia renal que sigue a la
uninefrectomia. Sin embargo, la actividad de la fosfocolinatransferasa, que catali-
za la sintesis de fosfatidilcolina por transcolinacion, se eleva alcanzando un maxi-
mo a las veinticuatro horas la uninefrectomia. Fste aumento es debido a un incre-
mento de la Vmax de la enzima sin que se altere la Km aparente para la CDP-
colina.
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BIOSYNTHESIS OF PHOSPHATIDYLCHOLINE DURING RENAL
> COMPENSATORY HYPERTROPHY

SUMMARY

The pathways of phosphatidylcholine biosynthesis have been studied in canine
renal tubules, at different times after uninephrectomy. The transmethylation
pathway was 60-fold less active than the transcholination pathway under basal
conditions. This pathway does not appear to contribute significantly to the
increased phosphatidylcholine synthesis which occurs during renal hypertrophy
after uninephrectomy. On the contrary, phosphocholinetransferase activity, which
catalyzes phosphatidylcholine synthesis by the transcholination pathway, increases
reaching a maximum 24 h after uninephrectomy. This activation is due to an-
increase in the Vmax of the enzyme without change of the apparent Km for
CDP-choline. :
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Introduccion

La reduccién de la masa renal funcionante, tanto
en hombres como en animales, conduce a una serie
de mecanismos de adaptacién que tienen como obje-
tivo restaurar la funcién del rindn en un breve perio-
do de tiempo. Las alteraciones inducidas por estos
mecanismos de adaptacién, al parecer mediadas por
un factor renotrépico humoral, se traducen en cam-
bios bioquimicos, morfoldgicos y funcionales en el
tejido renal remanente '

En ratones se ha observado un aumento de la in-
corporacién de colina marcada en fosfolipidos de
corteza renal, como primer cambio bioguimico de-
tectado cinco minutos después de una nefrectomia
unilateral (uNx) ', seguido de un aumento en la sin-
tesis de ADN, ARN vy protelnas que tiene lugar varias
horas despues de la uNx % %

La biosintesis de fosfatidilcolina (PC) puede ocurrir

por dos rutas diferentes: la via de Kennedy o de la
transcolinacion y la ruta de Bremer o de la transmeti-
lacion (fig. 1). La ruta de Kennedy implica la transfe-
rencia de fosfocolina de la CDP-colina al 1,2-
diacilglicerol, catalizada por la fosfocolina
transferasa °. La ruta de la transmetilacién consiste en la
adicion secuencial de grupos metilo desde la S-
adenosil-metionina a la fosfatidiletanolamina, cataliza-
da por la fosfolipido N-metil transferasa ©

La biosintesis de PC renal, al igual que en otros
tejidos, se produce principalmente por la ruta de
Kennedy; mientras que la ruta de Bremer, de poca
importancia cuantitativa en la mayoria de los tejidos,
parece estar implicada en mecanismos de transmi-
si6n de sefales en diversos tipos de células ® o en la
regulacién de procesos de transporte i6nico 7

La hipertrofia renal compensadora tanto en el ratén
como en la rata se sabe que va acompanada por un
aumento precoz en la sintesis de PC por la ruta de
Kennedy en membranas renales '. Sin embargo, la
aportacién de la transmetilacién a la sintesis de PC
durante esta situacion de estimulo fisioldgico en estas
-u otras especies animales es actualmente descono-
cida.

Por lo menos en dos sistemas, higado de rata y
polimorfonucleares humanos, parece que existe un
equilibrio entre la sintesis de PC mediante ambas ru-.
tas metabdlicas, transcolinacion y transmetilacion. El
mecanismo regulador de este equilibrio es descono-
cido, si bien poseemos evidencia de la participacion
de proteina-quinasas dependientes de AMPc y/o
Ca**, lo que apunta a un mecanismo de fosforila-
C|on-defosforilacién 8 En este trabajo hemos estu-
diado la contribucién de la transcolinacién y de la
transmetilacién al aumento de la biosintesis de PC en
tlbulos aislados de corteza renal canina, a diferentes
tiempos tras la uNx.
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Material y métodos

La colagenasa, la S-adenosil-L-metionina y la citi-
din-difosfocolina se obtuvieron de Boehringer Mann-
heim (RFA).

La S-adenosil-L-(metil-H?) metionina (5-15
Ci/mmol) era de New En1g|and Nuclear (Boston,
EE. UU.), y la CDP-(metil-C'*) colina (56 mCi/mmol)
de Amersham (Buckmghamshlre England) Todos los
reactivos fueron de grado analitico.

Aislamiento de tubulos renales: Se utilizaron pe-
rros «cimarrones» alimentados con una dieta comer-
cial estandar. El dia del estudio, los perros fueron
anestesiados con pentobarbital i.v. (25 mg/kg. peso)
y se les practicé una nefrectomia por incisién en la
linea media. Los tdbulos se obtuvieron por una modi-
ficacion del método de Vinay y cols. °. El rifén, in-
mediatamente de ser extraido, se perfundié a través
de la arteria renal con tampén de Krebs-Henseleit
glucosado (KHG) (NaCl 118 mM, KCI 5 mM, Ca Cl
2,5 mM, KH,PO, 1,2 mM, MgSO, 1,2 mM vy gluco-
sa 5 mM), pH 7,4, saturado con O, 95 %/CO, 5 % a
4° C. Una vez decapsulado se obtuvieron rebanadas
de corteza de 0,2-0,3 mm. de espescr con un micro-
tomo Stadie-Riggs. Los fragmentos de corteza se in-
cubaron con 1 mg/ml. de colagenasa en KHG conte-
niendo 0,25 % (w/v) de albumina bovina durante
cincuenta minutos, en un bafo con agitacién a
37° C. A continuacion, la suspensién se filtrd a través:
de una gasa cuddruple y se diluyé hasta 50 ml. con .
KHG frio. La suspensién resultante se centrifugd a 60
X g. durante treinta segundos y los tibulos del sedi-
mento se lavaron tres veces con mas KHG, Después
del dGltimo lavado, los tdbulos se resuspendieron en
KHG y se mantuvieron a 4° C hasta realizar los expe-
rimentos. En-la suspension de tibules asi obtenida, la
proporcién, estimada por.andlisis-mediante micros-
copia optica, de tibulo proximal es-de un 65%, y la
de distal, de un 35 %. La viabilidad de los tabulos,
estimada por tincién con azul de tripan, fue superior
al 90 %.

Después de extraer el rifidén izquierdo, los perros
fueron mantenidos con vida durante un periodo va-

‘riable de tiempo, hasta dos semanas. Entonces se

realizé una segunda nefrectomia y los tibulos se ais-
laron como se ha descrito anteriormente.
. Los tdbulos aislados (250 mg. peso neto/ml. de
suspension) fueron homogeneizados por congelacion
instantanea en un bafo de hielo seco / acetona
(—=70° C) y descongelacién a 37° C.

Metilacion de lipidos: Los tibulos permeabilizados
(1 mg. de proteina) se incubaron a 37° C en tris-
acetato 50 mM (pH 9) con diferentes cantidades de
S-adenosil-L-(metil-H?) metionina (1 puCi) en un volu-
men total de 0,5 ml. La reaccion se detuvo pipetean-
do 0,1 ml. de la mezcla de incubacion en 2 ml. de
cloroformo/metanol/HCl 2N (6:3:3:1, v/v) para ex-
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Fig. 1.—Biosintesis de fodfatidilcolina. Ruta de Kennedy. Colina-
P, fosfocolina; CDP-colina, citidin-difosfocolina; DAG, 1,2-
diacilglicerol; PC, fosfatidilcolina; CDP, citidin-difosfato; 1} colina
quinasa; 2) fosfocolina citidiltransferasa; 3) CDP-colina: 1,2-
diacilglicerol fosfocolinatransferasa. Ruta de Bremer; PE, fosfatidi-

traer los lipidos. La fase cloroférmica se lavd tres ve-
ces con 1T ml. de KCl0,5 M en metanol al 50 %. A
continuacion, la fase cloroférmica se sec6 con N, se
disolvié en 10 ml. de liquido centelleador con Tritén
X-100 y se contd su radiactividad en un contador de
radiacién B.

Para separar y cuantificar los diferentes lipidos me-
tilados, el residuc llevado a sequedad con N, se di-
solvié en 125 pl. de cloroformo/metanol (2:1), que
se aplicaron en placas de gel de silice G, previamen-
te activadas a 110° C durante cuarenta y cinco minu-
tos. y eluidas con ‘acido. propiénico/alcohol n-
propilico/cloroformo/agua (2:2:1:1, v/v) '°. Después
de la cromatografia, la silice correspondiente a la po-
sicion de los diferentes lipidos se raspd y se conté su
radiactividad.

Ensayo de la CDP-colina: 1,2-diacilglicerol fosfo-
colina-transferasa: Los tdbulos aislados se lavaron y
resuspendieron en Tris-HCl 100 mM, MgCl,, 50
mM, EGTA 1 mM, pH 8,5 antes de su homogeneiza-
cién. A continuacién, los tibulos homogeneizados
(1 mg. de proteina) se incubaron a 37° C en Tris-HClI
100 mM, MgCl, 50 mM, EGTA 1 mM, pH 8,5 con
diferentes cantidades de CDP-(metil-C'% colina (0,5
MCi) en un volumen total de 0,5 ml. La reaccion se
detuvo pipeteando 0,1 ml. de la mezcla de incuba-
cién en 2 ml. de cloroformo/metanol/HCI 2N (6:3:1,
v/v). El método de extraccién de lipidos, asi como el
contaje de radiactividad incorporada, se efectué co-
mo se ha descrito anteriormente.

Las proteinas se determinaron utilizando el ensayo
de Bio-Rad, segin el método de Bradford ''.

La prueba de significacion utilizada fue la t de Stu-
dent emparejada. : ‘

Resultados .
No se detecté ningin cambio significativo en la

letanolamina; PME, fosfatidil N-monometiletanolamina; PDE, fos-

fatidil N,N-dimetiletanolamina; SAM, S-adenosil-L-metil-

metionina; 5) fosfolipido N-metiltransferasa. Ciclo acilacién deaci-

lacién: LPC, lisofosfatidilcolina; AA, acido araquidénico, 4) fosfo-
lipasa As; 6) acil-CoA: lisofosfatidil aciltransferasa.

Tabla 1. Porcentaje de lipidos metilados en el rindn
control (RC) y en el rindn remanente (RR) a diferentes
tiempos tras la uNx (hasta una semana). La metilacién se
efectué durante treinta minutos con 100 uM de SAM,

LPC PC PDE PME LN
RC 31 42+ 8 14 £2 83 15 =2
RR...... 4+1 4311 17x2 10%5 166

LPC, lisofosfatidilcolina; PC, fosfatidilcolina; PME, fosfatidil N-
monometiletanolamina; PDE, fosfatidil N,N-dimetiletanolamina; LN, lipidos
neutros.

actividad de metilacién de lipidos durante las dos se-
manas después de la uNx. Los valores de esta activi-
dad enzimatica coincidian con los obtenidos en cor-
teza renal de perros sometidos a «operacién simula-
da» (S-uNx) (fig. 3). Ademis, el perfil de lipidos meti--
lados aislados a partir del rinén remanente, separa-
dos por cromatografia en capa fina, coincidia con lo
obtenido a partir del rifdn control, a diferentes tiem-
pos tras la uNx (tabla ).

En cambio, hemos observado un aumento signifi-
cativo (p < 0,025) en la actividad de la CDP-colina:
1,2-diacilglicero!l fosfocolinatransferasa en tabulos
aislados del rifién remanente a las dos horas tras la
uNx, que alcanzaba un maximo a las veinticuatro -
horas y se mantenia en un valor doble del control a
partir de una semana después de la uNx (fig. 2).

-La cinética de saturacién para la S-adenosil-L-
metionina de la metilacién de lipidos mostré la mis-
ma Vmax.y Km aparentes en tibulos aislados del ri-
nén control y dél rindn remanente a las veinticuatro
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ACTIVIDAD ENZIMATICA

Fig. 2.—Representacién doble reciproca de las curvas de satura-
cion para CDP-colina y S-adenosil-L-metionina (SAM) en el rifién
control (o) y en el rifién remanente a veinticuatro horas tras la uNx

horas tras la uNx. Mientras que la CDP-colina: 1,2-
duacilglicerol fosfocolinatransferasa aumentaba su
Vmax en tabulos aislados del rinén remanente a las
veinticuatro horas tras la uNx con respecto al rifén
control, a la par que permanecia constante su Km apa-
rente para la CDP-colina (fig. 2).

Discusion

Hemos encontrado que la actividad de la fosfocoli-
natransferasa es unas 60 veces mayor que la de la
metiltransferasa en tdbulos corticales del rifidn con-
trol, de acuerdo con lo publicado por otros autores
en diversos tejidos °.

No hemos apreciado ningtn cambio significativo
en la actividad metiltransferasa hasta dos semanas
después de la uNx, un periodo de tiempo durante el
que el rinén remanente aumenta notablemente su
funcién '2. Es interesante hacer notar el hecho de
que, en un trabajo previo, no hemos encontrado re-
gulacién «in vitro» de la actividad metiltransferasa
por Ca*™, Mg** o diferentes hormonas renotrépicas
(angiotensina |l, vasopresina o parathormona) ni por
AMPc o GMPc (datos no publicados) en tdbulos de
corteza renal canina '3.

Paralelamente hemos observado un aumento signi-
ficativo en la actividad fosfocolinatransferasa en cor-
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(o). *pmol incorporados/mg. proteina/30 s.; **pmol
incorporados/mg. proteina/min.

teza renal del rifdn remanente frente al rinén control
a las dos horas tras la uNx. Esto esta de acuerdo con
la experiencia de otros autores, que han descrito un
aumento precoz de la sintesis de PC por la ruta de
Kennedy en roedores '. La estimulacién maxima de
la enzima se obtuvo a las veinticuatro horas tras la
uNx, tiempo en el que los niveles de un posible fac-
tor renotrépico en sangre parecen ser maximos .

En conclusién, estos datos confirman que la meti-
lacién de lipidos es una ruta minoritaria de sintesis
de PC en la corteza renal del perro, igual que ocurre
en otros sistemas ®. Ademas, nuestros resultados in-
dican que la metilacién de lipidos no contribuye al
aumento de la sintesis de PC en tdbulos de corteza
renal canina durante la hipertrofia renal compensa-
dora después de la uNx. En este sistema, la biosinte-
sis de PC a través de las rutas de transcolinacion y
transmetilacién no parece estar coordinada, al con-
trario de lo que se ha descrito en higado de rata y en
polimorfonucleares humanos 8.
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Fig. 3.—Actividades de transmetilacion (TM) y transcolinacion
(TC) durante la hipertrofia renal compensadora en perros, posterior
a la nefrectomia unilateral. Cada valor en el eje de ordenadas es la
media del cociente entre los valores del rinén remanente (RR) y
* del rindn control (RC) £ DE de dos-cinco perros. Los valores de
S-uNx son la media + DE de los cocientes RR/RC de tres perros
sometidos a operacién simulada, obtenidos a distintos tiempos du-
rante el periodo experimental. .
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