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DIAGNOSTICO IN VITRO DE ALTERACIONES
METABOLICAS MEDIANTE INCUBACION DE
FIBROBLASTOS CON ACIDO PALMITICO TRITIADO

Jost HENRY OsoRrio*, NELsY LoaANGo CHAMORRO** PATRICIA LANDAZURI***

Resumen

Introduccioén: Algunos métodos in vitro para el diagnéstico de alteraciones metabdli-
cas son confiables pero su realizacion consume mucho tiempo, por lo que se requiere
modificarlos, con miras a que sean utiles en casos de urgencia.

Materiales y métodos: el presente trabajo muestra una modificacién substancial de
la técnica de incubacion de fibroblastos en presencia de acido palmitico tritiado, se
determind la cantidad de agua tritiada producida en los medios de cultivo.

Resultados y discusion: se redujo el tiempo de realizacion de la técnica de varios
dias a solo 6 horas. Estos cambios nos permiten la confirmacioén en breve, de los pa-
cientes sospechosos de sufrir algunos errores innatos del metabolismo de los acidos
grasos.

Palabras clave: Fibroblastos, errores hereditarios del metabolismo de los acidos
grasos, acido palmitico.
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Summary

Introduction: Some methods for in vitro diagnosis of metabolic alterations are precise
but time consuming, that is why it is necessary to modify it, then it can become useful
in urgent cases.

Materials and methods: the present study shows a substantial modification for the
technique of incubation of fibroblasts with tritiated palmitic acid. The production of
tritiated water was measured in the culture medium.
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Results and discussion: the time consumed during the procedure was reduced from
some days to only 6 hours. These changes allow us a quick confirmation of patients
suspicious of suffering some inherited errors of fatty acid metabolism.

Key words: Fibroblasts, inherited errors of fatty acid metabolism, palmitic acid.
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Introduccion

Manning y colaboradores postularon en
1990" que la produccién de agua tritiada
después de incubar fibroblastos con acidos
miristico y palmitico tritiado podia ser usada
como una prueba para la deteccién de algunas
deficiencias de la B-oxidacion mitocondrial de
los acidos grasos; posteriormente, la técnica
fue adaptada para ser utilizada con linfocitos?,
pero los resultados eran obtenidos entre 24 y
48 horas después. Sin embargo, en algunos
pacientes descompensados metabdlicamente
y sospechosos de sufrir estas alteraciones,
se hace necesario un diagndéstico rapido de
laboratorio que permita descartar o confirmar
estas alteraciones, por tal motivo el presente
trabajo tuvo como objetivo, modificar las dos
técnicas anteriores para obtener resultados
como maximo en 6 horas después de iniciado
el procedimiento. Ademas el presente estudio
busca informacion acerca del efecto que tiene
la conservacion de los fibroblastos sobre el
proceso de oxidacion del sustrato.

Materiales y métodos

El presente estudio fue de tipo experimental.
El material bioldgico empleado en el presente
estudio ha sido fibroblastos de pacientes que
no presentaban deficiencia alguna de la degra-
dacién intramitocondrial de acidos grasos.

Los fibroblastos (4-20 pasajes) fueron culti-
vados en bicarbonate-HEPES-buffered Eagle’s
minimal essential médium (MEM), suplemen-
tado 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 solucién se tripsinizé (1 ml de tripsina-
EDTA a 37°C), y posteriormente se neutralizd
mediante la adicion de 3-5 ml de MEM (Min-
imun Esential Medium). Las células fueron
transferidas y centrifugadas a 337 X g (5 min,
20°C) en tubos conicos de 10 ml (0.8-1.2 mg
proteina), quedando listas para ser incubadas
en presencia de sustratos tritiados. Se ultilizo el
método de Lowrry y Col.,” para la determinacion
de la proteina.

El método utilizado fue el de Manning é. Para
obtener las mezclas radioactivas se prepararan
las siguientes soluciones: solucion A: Acido
palmitico 12.5 mg / 1 ml de etanol al 95% o
acido miristico 12.5 mg / 1 ml etanol 95%; so-
lucion B: albumina 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 Ci/mmol, 1mCi/ml)
(Amersham). Se mezcla en un tubo plastico de
3ml, 25uLdeA+ 3.8 uL de C (3.8 puCi), y el
solvente se evapora bajo gas nitrogeno. Se
agregan 2.5 mlde By se analiza la mezclaen el
contador de centelleo (LS3801-Beckman), (50
ul de la solucion + 10 ml de liquido de centelleo
(Ready Safe). Luego la mezcla es puesta en
bafio de ultrasonido durante 15 minutos y se
lleva a incubacion 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
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uL de la solucién, como se describio anterior-
mente.

Para preparar las columnas de intercambio
idnico 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, aproxi-
madamente a 3 cm de la punta, y se aisla el
cuerpo de la pipeta de la punta, mediante la
introduccion de algodén comprimido, tratando
de que el volumen de algoddén ocupe aproxi-
madamente 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 depo-
sitan cuidadosamente en la pipeta, habiendo
previamente humedecido totalmente el algodon
con agua milli Q para evitar la retencion de
burbujas de aire que puedan posteriormente
hacer caminos en la resina. Es recomendable
conservar las pipetas en posicion vertical. Des-
pués de depositar la resina, se debe verificar
que no queden burbujas de aire y que la pipeta
no pierda agua, para que la resina permanez-
ca hidratada, luego las columnas pueden ser
conservadas en refrigeracion hasta su uso.

Para evaluar la oxidacion de sustratos tri-
tiados por los fibroblastos se toma el pellet de
células previamente resuspendido en 500 uL
de PBS 1. Se utilizan bandejas de incubacion
con capacidad para 24 pozos. El blanco, con-
tiene 40 uL (0.05 uCi) de mezcla radioactiva y
160 uL de PBS 2, las muestras contienen 60
uL de células resuspendidas, 40 uL (0.05 uCi)
de mezcla radioactiva, y 100 uL 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 reaccion se detiene,
colocando la bandeja en hielo y agregando a
cada pozo 200 pL de TCA10 %. El contenido
de los pozos se traspasa al tubo para micro-
centrifuga 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 pL de NaOH 1 M. Esta mez-
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cla se mantiene en hielo hasta el momento de
aplicar a la columna. Para la aplicacion a la
columna de intercambio idnico la punta sellada
de la pipeta Pasteur (columna) se parte cuida-
dosamente, se coloca un vial bajo la misma, y
se deja escurrir su contenido, aplicando luego
cuidadosamente 455 ulL de mezcla de reaccion
a la columna, dejando escurrir nuevamente.
Cuando para el goteo, se lava la columna tres
veces con 500 uL agua milli Q, recogiendo todo
el producto del lavado. Se desecha la columna
y se agrega a cada vial 10 ml de liquido de cen-
telleo, agitando fuertemente para su posterior
analisis. La prueba t de student fue utilizada
para comparar los valores obtenidos de la
incubacioén de fibroblastos controles

Para evaluar la oxidacion de sustratos tri-
tiados por los fibroblastos se toma el pellet de
células previamente resuspendido en 500 uL
de PBS 1. Se utilizan bandejas de incubacion
con capacidad para 24 pozos. El blanco, con-
tiene 40 pL (0.05 uCi) de mezcla radioactiva y
160 uL de PBS 2, las muestras contienen 60
uL de células resuspendidas, 40 uL (0.05 uCi)
de mezcla radioactiva, y 100 uL 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 reaccion se detiene,
colocando la bandeja en hielo y agregando a
cada pozo 200 uL de TCA 10 %. El contenido
de los pozos se traspasa al tubos para micro-
centrifuga y se centrifuga a 5000 rpm durante 5
min. 360 plL de la mezcla son transferidos de
nuevo a un tubo de microcentrifuga nuevo que
contiene 50 pL de NaOH 1 M. Esta mezcla se
mantiene en hielo hasta el momento de aplicar
ala columna. Para la aplicacion ala columna de
intercambio idnico 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
uL de mezcla de reaccién a la columna, dejando
escurrir nuevamente. Cuando para el goteo, se
lava la columna tres veces con 500 uL agua milli
Q, recogiendo todo el producto del lavado. Se
desecha la columna y se agrega a cada vial 10
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ml de liquido de centelleo, agitando fuertemente
para su posterior analisis. La prueba t de student
fue utilizada para comparar los valores obteni-
dos de la incubacion de fibroblastos controlesEl
estudio fue aprobado por los correspondientes
comités de ética.

Resultados

Se encontré en el presente estudio que
después de 5 horas de incubacién, las células
no modifican la cantidad de *H,O producida
(figura 1). El estudio del tiempo de almacena-
miento de las células refrigeradas, sobre la
oxidacion del sustrato muestra que después
de 24 horas de conservaciéon de las muestras
diluidas en dos tipos comerciales diferentes
de PBS (Sigma), o extraidas directamente de
sangre entera, los resultados no son confia-
bles, ya que la tasa de oxidacion disminuye
en mas de un 30%.

El andlisis inter-ensayos fue realizado utili-
zando la misma mezcla radiactiva durante cinco
veces en tres muestras diferentes, de acuerdo a
las condiciones antes mencionadas. La tabla 1
muestra los resultados de los ensayos, con sus
correspondientes coeficientes de variacion, para

el acido [9,10%H]-palmitico, los cuales fueron
encontrados dentro de limites aceptables.

Cada vez que era preparada una nueva
mezcla radioactiva se obtenia mucha va-
riabilidad en las dpm (desintegraciones por
minuto)resultantes, probablemente debido
a que la unién con la albumina no era muy
constante. Este hecho daba lugar a un rango
de valores control muy amplio. Después de
estudiar 15 controles, se decidié que era me-
jor hacer calculos en funcién de los controles
paralelos, para cada experimento tal como lo
sugirieron Olpin y colaboradores “.

Los valores promedio de palmitato tritiado
oxidado para fibroblastos normales oscilan
entre 3.8 y 4.9 nmol/hora/mg proteina.

Discusion

En el método de valoracion de *H,O en ce-
lulas incubadas con acidos grasos tritiados, La
liberacion de tritio unido a los carbonos 9y 10
del palmitato depende de tres mecanismos: (A)
la accién de una acyl-CoA deshidrogenasa for-
mando un 2,3-enoyl-CoA ester y transfiriendo
el 50% del tritio a la proteina de transferencia
de electrones (FADH); (B) la reaccion de la 3-

nmol/mg proteina/hora

SO =~ N W H» OO N

Horas de incubaciéon

4 5 6 7

Figura 1. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre la capacidad de oxidacion de sustrato tritiado por los
fibroblastos (se mide la cantidad en nmoles de [9, 10°PH]-palmitico oxidado por miligramo de proteina por hora).
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Tabla 1. Ensayo intra-dia para la oxidacion de acido [9,10°H]-
palmitico por fibroblastos (nmol/hora/mg proteina)

MuestraNo. Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Media SD CcV
1 4.5 4.5 4.3 4.2 4.3 4.4 0.21 5.1
2 4.0 4.1 4.0 3.9 3.8 3.9 0.17 3.6
3 4.0 4.0 3.8 3.7 4.0 3.9 0.20 5.5

Abreviaturas: SD desviacion estandar, CV coeficiente de variacion.

hidroxiacil-CoA deshidrogenasa que remueve
la mitad del tritio remanente, el cual finaliza en
el NADH; y (C) el ciclo del acido tricarboxilico el
cual libera el 25% restante °. La incorporacion
final del tritio al agua, es por lo tanto depen-
diente de la re-oxidacion de esos cofactores
en la cadena de transporte de electrones. Los
complejos 2,3, y 4 de la cadena respiratoria
son requeridos para cuidar del tritio que viene
de la proteina de transferencia de electrones
y los complejos 1,3 y 4 son necesarios para
la re-oxidacion del NADH, por lo que la prueba
puede ser utilizada también en ciertos defectos
de la cadena respiratoria °.

Después de introducir modificaciones al
procedimiento, se encontré que después de 5
horas de incubacion, las células normales no
modifican la cantidad de *H,O producida, por lo
cual no se justifica la incubacioén entre 12 y 24
horas como lo recomiendan Brivet y colaborado-
res 2. Algunos autores postulan que las células a
estudiar pueden ser almacenados para este tipo
de ensayos hasta 48 horas (2,5) sin embargo
en este estudio se demostrd que el tiempo de
almacenamiento tiene efecto negativo sobre
las oxidacion del sustrato tritiado por parte de
las células refrigeradas (en PBS a 4 °C) (figura
1); después de 24 horas de conservacion los
resultados no son de confianza, se encontrd
diferencia significativa dependiendo del tiempo
de almacenamiento, con una declinacion en la
capacidad de oxidacion hasta del 50% después
de 24 horas de conservacion y no encontramos
otro grupo que mencione este efecto. Al igual
que otros autores 47, se encontré que existe
una gran variabilidad en las tasas de R-oxi-
dacion medida con los ensayos con palmitato
tritiado, por eso solo deben tenerse en cuenta

Diagndstico in vitro de alteraciones metabdlicas...

los resultados por linea celular promedio de
las determinaciones por triplicado en un solo
ensayo, en presencia por lo menos dos o tres
controles, ya que los rangos de oxidacion en
nmoles/mg proteina/hora son muy amplios. El
coeficiente de variacion obtenido al trabajar con
esta prueba fue similar al obtenido por otros 4,
al igual que ellos, se encontré que a pesar de
la buena estabilidad a corto plazo de la mezcla
radio-activa, existen problemas de reproducibi-
lidad originados en la union de los substratos a
la albumina sérica bovina. Los resultados obteni-
dos con mezcla radiactiva fresca inmediatamen-
te utilizada después de su preparacion muestran
casi el doble de actividad observada con relacién
a mezclas utilizadas de preparacion previa. Los
resultados del presente estudio son similares a
los reportados previamente por nuestro grupo
trabajando con linfocitos &.

Se puede concluir entonces que el méto-
do modificado de incubacién de linfocitos en
presencia de acido palmitico tritiado, puede
usarse de manera rapida, para evaluar la pro-
duccion de agua tritiada por estas células, lo
que permitiria diferenciar células normales de
aquellas provenientes de pacientes afectados
de deficiencias enzimaticas de la B-oxidacion
mitocondrial de los acidos grasos.
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