Estudio de pacientes con aciduria glutdrica tipo Il, mediante la
incubacion de fibroblastos con dcidos palmitico y miristico tritiados
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RESUMEN

Introduccion: la aciduria glutarica tipo II, o deficiencia multiple de acil-CoA deshidrogenasas,
es un trastorno causado por deficiencia de la flavoproteina de transferencia de electrones,
de su oxidorreductasa o de ambas; se trata de una enfermedad metabdlica autosdémica
recesiva, caracterizada por acidosis, hipoglicemia, aciduria orgénica, olor a pies sudados y
malformaciones en cerebro y rinones.

Objetivo: analizar las tasas de oxidacién de sustratos tritiados por fibroblastos de pacientes
con aciduria glutarica tipo II.

Materiales y métodos: se incubaron fibroblastos de dos pacientes con aciduria glutdrica tipo
Il y de 20 controles en presencia de &cidos palmitico y miristico tritiados.

Resultados: se encontré muy deprimida (16%-18%) la oxidacion de los sustratos tritiados por
los fibroblastos procedentes de pacientes con aciduria glutdrica tipo Il en comparacién con
los controles.

Conclusidn: la prueba estudiada permite la confirmacion in vitro del diagnéstico de aciduria
glutarica tipo 1I.
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SUMMARY

Study of patients with type II glutaric aciduria by
incubation of fibroblasts with tritiated palmitic
and myristic acids

Introduction: Glutaric aciduria type II (GA II), or
multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency, is a
disorder caused by deficiency of either electron
transport  flavoprotein or electron transport
flavoprotein oxyreductase. It is an autsomal recessive
metabolic disease, characterized by acidosis,
hypoglycemia, organic aciduria, sweat-sock odour,
and malformations in brain and Ridneys.

Objective: To analyse the oxidation rate of tritiated
substrates by fibroblasts of patients with GA II.

Materials and methods: Fibroblasts of two patients
with GA Il were incubated with tritiated palmitic and
myristic acids.

Results: Oxidation of tritiated substrates by fibroblasts
of patients with GA Il was very depressed (16%-18%) in
comparison with controls.

Conclusion: Diagnosis of GA Il may be confirmed in
vitro by the studied test.
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INTRODUCCION

Los trastornos mudltiples de la deshidrogenacion
del acetil CoA, o aciduria glutérica tipo II, son un
grupo de enfermedades metabdlicas que afectan
al catabolismo de aminodcidos, &cidos grasos y la
colina. Se deben a un transporte defectuoso de los
electrones desde los acetil CoA hasta la ubiquinona.
En la mayoria de los casos estas alteraciones se deben
a la deficiencia de una de Ias tres proteinas necesarias
a saber: subunidades alfa o beta de la flavoproteina
de transferencia de electrones (ETF; OMIM #231680 y
130410, respectivamente; ETF: por la sigla en inglés de
electron transfer flavoprotein. OMIN: por la sigla en
inglés de Online Mendelian Inheritance in Man) o de
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la ubiquinona-oxidorreductasa de la flavoproteina de
transferencia de electrones (ETF-QO: por la sigla en
inglés de electron transfer flavoprotein-Q coenzyme;
OMIM #231675), aunque en algunos pacientes
obedecen a alteraciones no identificadas todavia del
metabolismo de la riboflavina (1-3).

La aciduria glutdrica tipo II se clasifica en dos
formas: grave y leve; sus sintomas clinicos incluyen
hipoglicemiaconhipocetonemia, acidosismetabdlica,
hiperamonemia y algunas veces hiperlactacidemia;
en algunos pacientes hay anormalidades congénitas
similares a las informadas en el sindrome de Zellweger
(4). En el presente estudio se analiz6 la oxidacion de
sustratos tritiados en fibroblastos de pacientes con
deficiencia MAD (por la sigla en inglés de multiple
acyl-CoA dehydrogenases) como herramienta
diagnostica para estas alteraciones metabdlicas.

MATERIALES Y METODOS

El material bioldgico empleado en el presente estudio
fueron fibroblastos de dos pacientes con aciduria
glutarica tipo II. Esta deficiencia se confirmé por
estudios enziméticos, moleculares o ambos. Como
controles se utilizaron 20 cultivos diferentes de
fibroblastos normales.

Cultivo de fibroblastos: se cultivaron fibroblastos
de pacientes y controles (cuatro a 20 pasajes) en
el medio MEM (por la sigla en inglés de Minimum
Essential Medium), medio de cultivo similar al medio
basal Eagle con bicarbonato y hepes [4-2-hidroxietil-
1-4cido piperazinaetano sulftrico]), suplementado
con 10% (v/v) de suero de ternero recién nacidoy 1%
(v/v) de antibidtico (gentamicina) a 37 °C, en estufa
con 5% de CO,y 95% de aire. Después de alcanzar
el punto de confluencia (80%-100%) las células se
lavaron dos veces con buffer fosfato salino y la
solucidn se tripsinizé (1 mL de tripsina-EDTA a 37 °C),
y posteriormente se neutralizé mediante la adicion
de 3-5 mL de MEM. Las células se transfirieron y
centrifugaron a 337 X g (5 min, 20 °C) en tubos cdnicos
de 10 mL (0,8-1,2 mg proteina) y quedaron listas para
ser incubadas en presencia de sustratos tritiados. Se
utilizé el método de Lowrry y colaboradores (5) para
la determinacién de la proteina. El método utilizado
fue el de Manning (6) con modificaciones (7).
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De acuerdo con el articulo 11 literal a de la
Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud,
de Normas Cientificas, Técnicas y Administrativas
para la Investigacion en Salud, el presente estudio
se consideré de bajo riesgo, y se contd con el
consentimiento informado de los participantes.

RESULTADOS

La oxidacion de palmitato y miristato tritiados
en nmol/hora/mg de proteina y el porcentaje de

oxidacién de los sustratos tritiados por parte de los
fibroblatos de los pacientes comparados con los
controles paralelos, se encontraron muy deprimidos
(tabla n.° 1). Los porcentajes de oxidacién son
similares para el palmitato y el miristato tritiados (16%-
18% comparados con los controles). En el presente
trabajo se determind que después de cinco horas
de incubacion en presencia de sustratos tritiados,
los fibroblastos no modifican la cantidad de *H,O
producida.

Tabla n.° 1. Oxidacion de [9,103H]-acidos grasos en pacientes con aciduria glutarica tipo Il

LT P Oxidacion Oxidacion
- . ———
Deficiencia n B e e 5 Ot TS [9,10°H]-palmitato [9,10°H]-miristato
nmol/hora/mg nmol/hora/mg o o
proteina proteina ? ?
Controles 20 47 100 100
MAD 2 1,6 18 16
DISCUSION para el presente estudio. A partir del desarrollo de

El diagndstico de la aciduria glutarica tipo II se
basa en las manifestaciones clinicas y se apoya en
los hallazgos de laboratorio. Las investigaciones
bioquimicas demuestran elevacion del nivel sérico de
creatina-quinasa y de los &cidos 2-hidroxiglutérico,
piravico, etilmaldnico, hipurico, adipico y sebacico
en la orina. Las biopsias hepdticas pueden mostrar
cambios progresivos en los tejidos y las biopsias de
musculo, una miopatia vacuolar con acumulacién
lipidica (8). Los estudios in vitro de estos pacientes
incluyen, entre otros, la utilizacién de fibroblastos
y linfocitos (9). En los fibroblastos se encuentran
preservadas las relaciones entre la oxidacién de dcidos
grasos, los sistemas de transferencia de electrones
y otras vias que interactian en el metabolismo
intermediario. La integracién de estos sistemas es
esencial para el estudio de la organizacion y control
de las enzimas involucradas en la p-oxidacién
mitocondrial, o que hace este tipo de células ideal

los ensayos para medir las tasas de oxidacién de
acidos grasos en células mediante la incubacién con
sustratos radiactivos, se avanzd notablemente en
el diagnoéstico de las deficiencias de la B-oxidacién
mitocondrial de los acidos grasos. Moon y Rhead
desarrollaron en 1987 (10) un método de valoracion
de *H,O en fibroblastos con acidos grasos tritiados.
La liberacion de tritio unido a los carbonos 9 y 10
del palmitato depende de tres mecanismos: 1) la
accién de una acyl-CoA deshidrogenasa formando
un 2,3-enoyl-CoA éster y transfiriendo el 50% del tritio
a la proteina de transferencia de electrones (flavina
adenina dinucleotido reducida, FADH); 2) la reaccion
de la 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa que remueve
la mitad del tritio remanente, el cual finaliza en la
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH); 3) el ciclo
del acido tricarboxilico que libera el 25% restante. La
incorporacion final del tritio al agua es, por lo tanto,
dependiente de la reoxidacion de esos cofactores en la
cadena de transporte de electrones. Los complejos 2,
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3y 4 delacadena respiratoria se requieren para cuidar
del tritio que viene de la proteina de transferencia de
electrones y los complejos 1, 3 y 4 son necesarios
para la reoxidacion de la NADH, por lo que la prueba
se puede utilizar también en ciertos defectos de la
cadena respiratoria (11). Manning y colaboradores (6)
propusieron que [9,10)(n)-°H]-miristato posee ventajas
claras sobre [9,10-°H]-palmitato para la deteccién
de trastornos tales como la deficiencia de acil-CoA
deshidrogenasa de cadena media (MCAD, por la
sigla en inglés de medium-chain acyl-coenzyme
A dehydrogenase) en la que la B-oxidaciéon se
encuentra detenida en los sustratos con ocho atomos
de carbono. Otros estudios utilizando esta técnica
han hallado niveles de oxidacién de acidos grasos
en varias deficiencias de esta via (12,13). En este
estudio se encontrd para esta deficiencia una tasa de
oxidacién que oscila entre el 16% y el 18% comparada
con los controles normales; al igual que otros autores
(12), encontramos que existe una gran variabilidad
en las tasas de B-oxidacién medidas con los ensayos
con miristato y palmitato tritiados; por eso solo deben
tenerse en cuenta los resultados por linea celular
promedio de las determinaciones por triplicado en
un solo ensayo, en presencia por lo menos de dos
o tres controles, ya que los rangos de oxidacién en
nmoles/mg de proteina/hora son muy amplios. EI
coeficiente de variacién obtenido al trabajar con esta
prueba fue similar al obtenido por otros autores (14);
al igual que ellos, se encontrd que a pesar de la buena
estabilidad a corto plazo de la mezcla radiactiva,
existen problemas de reproducibilidad originados en
la unién de los sustratos a la albumina sérica bovina.
Los resultados obtenidos con mezcla radiactiva fresca
utilizada inmediatamente después de su preparacion
muestran casi el doble de actividad que la observada
con mezclas de preparacion previa (5).

CONCLUSIONES

En el presente estudio se analizd la oxidacién de
sustratos tritiados en fibroblastos de pacientes con la
deficiencia aciduria glutérica tipo II, buscando una
herramienta diagndstica para este tipo de alteraciéon
metabodlica. Se encontrdé una tasa muy baja de
oxidacién de dichos sustratos, entre 16% y 18%. Es
posible entonces utilizar la valoracion de agua tritiada,
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producida en el metabolismo de los &cidos grasos por
los fibroblastos de los pacientes afectados, como un
buen método para confirmar la deficiencia multiple
de deshidrogenasas o aciduria glutdrica tipo II. Sin
embargo, los métodos de eleccién para este propdsito
siguen siendo el estudio de &cidos orgdnicos en orina
y el andlisis de acilcarnitinas en sangre mediante
espectrometria de masas en tdndem (15).
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