DIAGNOSTICO "IN VITRO” DE LA DEFICIENCIA DE ACIL-CoA
DESHIDROGENASA DE CADENA CORTA

RESUMEN

La acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta
(SCAD) cataliza la primera reacciéon de la
degradacion de acidos grasos de 4 a 6 atomos
de carbono. Su deficiencia debe ser siempre
confirmada por estudios de laboratorio. En el
presente trabajo, fueron incubados fibroblastos
de pacientes que presentaban la deficiencia de
SCAD, en presencia de sustratos tritiados. Fue
encontrada diferencia significativa (p<0,05)
al comparar la degradaciéon de palmitato y
miristato tritiado entre controles y pacientes
con deficiencia de SCAD.
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ABSTRACT

Short-chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD)
is the key enzyme for degrading fatty acids
with a 4-6 atoms carbon chain. It is necessary to
always confirm this deficiency using laboratory
methods. Fibroblasts of patients suffering
SCAD deficiency were incubated with tritiated
palmitate and miristatesubstrates. A significant
difference (p<0.05) was found when comparing
tritiated palmitate and miristate degradation
between controls and patients suffering SCAD
deficiency.
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Diagnéstico “in vitro” de la deficiencia de ACIL-CoA deshidrogenasa de cadena corta

INTRODUCCION

La deficiencia hereditaria de SCAD fue reportada
inicialmente en 1987 (1), esta deficiencia
es considerada un raro error congénito del
metabolismo mitocondrial de los &cidos
grasos y ha sido relacionada con retardo
en el crecimiento, muchas veces asociado
a disfunciones neuromusculares y elevada
excrecion urinaria de acido etilmalénico (EMA).
Menos de 20 pacientes con deficiencia primaria
de SCAD han sido documentados y reportados
(2). Deficiencias secundarias de SCAD pueden
ser observadas en defectos multiples de la
deshidrogenaciéon de acil-CoA, donde la
actividad SCAD se encuentra afectada por
deficiencias en la flavoproteina de transferencia
de electrones (3), flavoproteina de transferencia
de electrones-ubiquinona oxidoreductasa (4), o
flavina adenino dinucleétido mitocondrial (5).

Dado que la deficiencia primaria o secundaria
de SCAD resulta en acumulacién intracelular
de butiril-CoA, el cual puede ser convertido
en EMA mediante la accién de la propionil-
CoA carboxilasa y posterior hidrélisis del
etilmalonil-CoA (6), el analisis de EMA por
cromatografia de gases-espectrometria de
masas ha sido considerado un marcador
bioquimico de la deficiencia funcional primaria
o secundaria de SCAD (7), sin embargo, este
hallazgo es comtn ademads en pacientes con
signos predominantemente neuromusculares
y deficiencias en la cadena respiratoria
mitocondrial (8), en pacientes con sindrome
de encefalopatia etilmalénica (9), y en la
enfermedad de los vomitos de Jamaica (10).

Por esta razon el diagnoéstico por laboratorio
se hace necesario para confirmar la deficiencia.
Los estudios in vitro son ttiles, sobre todo para
realizarlos en familias donde se presentan
individuos identificados previamente y en
los centros donde no se cuenta con técnicas
avanzadas como la espectrometria de masas en
tandem para la determinacién de acilcarnitinas,
donde se presenta tipicamente elevacién de la
tetranoilcarnitina en estos pacientes (11).

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental.
El material biol6égico empleado en el presente
estudio ha sido fibroblastos de 3 pacientes
con deficiencia de SCAD. Esta deficiencia
fue confirmada por estudios enzimaticos,
moleculares, o ambos. Como controles se
utilizaron 20 cultivos diferentes de fibroblastos
de personas normales. El trabajo cumple con
los requisitos y aprobaciones de los respectivos
comités de ética.

Fibroblastos de pacientes y controles (4-20
pasajes) fueron cultivados en bicarbonate-HEPES-
buffered Eagle’s minimal essential médium (MEM),
suplementado con 10% (v/v) newborn calf serum,
y 1% (v/v) de antibidtico (gentamicina) a 37°C,
en estufa con 5% CO,/95% de aire. Después de
alcanzar el punto de confluencia (80-100%), las
células fueron lavadas dos veces con PBS y la
solucion se tripsiniz6 (1 ml de tripsina-EDTA a
37°C), y posteriormente se neutralizé mediante
la adicién de 3-5 ml de MEM (Minimun Esential
Medium). Las células fueron transferidas y
centrifugadas a 337 X g (5 min, 20°C) en tubos
coénicos de 10 ml (0,8-1,2 mg proteina), quedando
listas para ser incubadas en presencia de
sustratos tritiados. Se utiliz6 el método de Lowry
y col. (12) para la determinacién de la proteina.

El método utilizado fue el de Manning (13)
con modificaciones. Para obtener las mezclas
radioactivas se prepararan las siguientes
soluciones: Solucién A: Acido palmitico 12,5
mg/1 ml de etanol al 95% o &cido miristico 12,5
mg/1 ml etanol 95%; Solucion B: Albamina 25
mg/ml = 75 mg/30 ml de PBS 1. Reactivo C:
acido [9,10)(n)-*H] palmitico (diluido en tolueno,
50-62 mCi/mmol, 1 mCi/ml) (Amersham) o
acido [9,10)(n)-*H] miristico (diluido en tolueno,
40-60 mCi/mmol, 1 mCi/ml) (Amersham). Se
mezcla en un tubo plastico de 3 ml, 25 uL de A
+3,8 uL de C (3,8 uCi), y el solvente se evapora
bajo gas nitrégeno. Se agregan 2,5 ml de By se
analiza la mezcla en el contador de centelleo
(LS3801-Beckman), [50 ul de la solucion + 10
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ml de liquido de centelleo (Ready Safe)]. Luego
la mezcla es puesta en bafio de ultrasonido
durante 15 min y se lleva a incubacién al bafio
a 37°C durante 40 min, posteriormente se
coloca nuevamente en el bafio de ultrasonido
durante 30 min, y se centrifuga durante 20 min
a 5000 rpm. Se traspasa el maximo de volumen
sobrenadante a otro tubo plastico de 3 ml, y se
analizan 50 pL de la solucién, como se describi6
anteriormente.

Para preparar las columnas de intercambio iénico
pueden ser usadas las resinas Dowex 1 X 8-200 o
Dowex 1 X 2-400, se le agrega agua destilada a la
resina hasta que se hidrate. Se sellan al mechero
pipetas Pasteur, aproximadamente a 3 cm de
la punta, y se aisla el cuerpo de la pipeta de la
punta, mediante la introduccién de algodén
comprimido, tratando de que el volumen de
algodén ocupe aproximadamente 1 cm.

Se toma aparentemente, igual volumen de
agua que de resina, se lleva a agitacion suave y
mientras se agita, se toman 2,5 ml y se depositan
cuidadosamente en la pipeta, habiendo
previamente humedecido totalmente el algodén
con agua milli Q para evitar la retenciéon de
burbujas de aire que puedan posteriormente
hacer caminos en la resina. Es recomendable
conservar las pipetas en posicién vertical.
Después de depositar la resina, se debe verificar
que no queden burbujas de aire y que la pipeta
no pierda agua, para que la resina permanezca
hidratada, luego las columnas pueden ser
conservadas en refrigeracién hasta su uso.

Para evaluar la oxidacion de sustratos tritiados
por los fibroblastos se toma el pellet de células
previamente resuspendido en 500 uL de PBS
1. Se utilizan bandejas de incubacién con
capacidad para 24 pozos. El blanco, contiene 40
nL (0,05 Ci) de mezcla radioactiva y 160 pL de
PBS 2, las muestras contienen 60 pL de células
resuspendidas, 40 pL (0,05 pCi) de mezcla
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radioactiva, y 100 pL de PBS 2. La bandeja se
envuelve en papel de aluminio y se Incuba a
37°C durante 4 horas en camara de CO,5%,
aire 95%. La reaccién se detiene, colocando la
bandeja en hielo y agregando a cada pozo 200
nL de TCA 10 %. El contenido de los pozos
se traspasa al tubo para microcentrifuga y se
centrifuga a 5000 rpm durante 5 min. 360 pL
de la mezcla son transferidos de nuevo a un
tubo de microcentrifuga nuevo que contiene 50
uL de NaOH 1 M. Esta mezcla se mantiene en
hielo hasta el momento de aplicar a la columna.
Para la aplicacién a la columna de intercambio
iénico la punta sellada de la pipeta Pasteur
(columna) se parte cuidadosamente, se coloca
un vial bajo la misma, y se deja escurrir su
contenido, aplicando luego cuidadosamente 455
nL de mezcla de reaccion a la columna, dejando
escurrir nuevamente. Cuando para el goteo, se
lava la columna tres veces con 500 pL agua milli
Q, recogiendo todo el producto del lavado. Se
desecha la columna y se agrega a cada vial 10
ml de liquido de centelleo, agitando fuertemente
para su posterior anélisis. La prueba t de
student fue utilizada para comparar los valores
obtenidos de la incubaciéon de fibroblastos
controles y los de los pacientes que sufren la
deficiencia de MCAD.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los valores promedio (5
determinaciones por cada muestra), para la
oxidaciéon de palmitato y miristato tritiados
en nmol/hora/mg proteina y el porcentaje de
oxidacién de los sustratos tritiados por parte de
los fibroblatos de los pacientes con deficiencia de
SCAD comparados con los controles paralelos.
Fue encontrada diferencia significativa (p<0,05)
al comparar la degradacion de palmitato y
miristato tritiado entre controles y pacientes con
deficiencia de SCAD.
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Tabla 1. Oxidaciéon de [9,10°H]-acidos grasos en pacientes con deficiencia de SCAD.

Oxidacién Oxidacién

[9,10°H]- [9,10°H]- Oxidacion Oxidacion
Deficiencia n palmitato miristato [9,10°H]- [9,10°H]-
nmol/hora/mg nmol/hora/mg palmitato miristato

proteina proteina % %

Controles 20 47 44 100 100

SCAD 3 3,5 3,5 75 81

DISCUSION para la deteccion de deficiencias especificas

Durante la realizacién de los experimentos del
presente trabajo, cada vez que era preparada
una nueva mezcla radioactiva se obtenia
mucha variabilidad en las dpm resultantes,
probablemente debido a que la unién con la
albimina no era muy constante. Este hecho
daba lugar a un rango de valores control muy
amplio. Después de estudiar 20 controles,
se decidi6 hacer calculos en funciéon de los
controles paralelos, tal como lo sugirieron
Olpin y cols. (14) (3 controles paralelos como
minimo). Los primeros trabajos basados en la
medicién del *CO, liberado por incubacion de
células con [1-"*C]-acidos grasos (15, 16, 17) para
evaluar la oxidacion de &acidos grasos fueron
poco eficientes debido a que s6lo una pequena
proporcién (aproximadamente un 20%) de los
grupos acetilo producidos por la f3-oxidaciéon
se convierten inmediatamente a CO,, mientras
que el remanente se incorpora a intermediarios
metabolicos no volatiles (17). Posteriormente
Rhead y Moon (17), desarrollaron un método
de valoracion de °H,O en fibroblastos con acidos
grasos tritiados. Manning y cols. (8) postularon
que [9,10)(n)-*H]-miristato posee claras ventajas
sobre [9,10-°H]-palmitato para la deteccion de
trastornos tales como la deficiencia de MCAD
y las formas leves de la deficiencia MAD donde
la 8-oxidacién se encuentra detenida a nivel de
los sustratos con 8 &tomos de carbono. Por otro
lado, estos mismos autores demostraron que
miristato es menos sensible que el palmitato

relacionadas con acidos grasos de cadena larga.
En el presente estudio encontramos deprimida la
oxidacion de sustratos tritiados en pacientes que
presentan la deficiencia de SCAD, sin embargo,
contrario a lo reportado por otros (18), en este
caso, la oxidacion del miristato no esta més
deprimida que la de palmitato.

Dentro de los métodos diagnoésticos utilizados
en el caso de la deficiencia de SCAD, también
se encuentra la espectrometria de masas en
tdndem, mediante la cual se determinan las
acilcarnitinas acumuladas en esta deficiencia. Las
acilcarnitinas contienen un grupo funcional de
amonio cuaternario, que hace que se comporten
como iones positivos preformados (cationes)
polares y no volatiles (19). Los butilésteres
derivativos y no derivativos de la carnitina y
las acilcarnitinas muestran un producto iénico
comun con una masa de 85 Da, lo cual permite
identificarlos (20). En la deficiencia SCAD se
detectan elevaciones en sangre de C4 y C6,
sin embargo en Colombia no contamos con
esta metodologia para el diagnéstico de esta
deficiencia.

Se puede concluir que la valoracién de agua
tritiada, es un buen método para sugerir una
deficiencia acil-CoA deshidrogenasa de cadena
corta, al encontrarse deprimida la oxidacién
de los 4cidos grasos tritiados utilizados en el
presente estudio.
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