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Resumen

Objetivo: los estudios in vitro, que buscan intermediarios de la degradacion mitocondrial
de acidos grasos, facilitan el diagnostico de alteraciones hereditarias o adquiridas en esa
ruta metabdlica, el presente estudio analiza la produccion de metabolitos en fibroblastos
incubados con acido oleico deuterado. Materiales y métodos: fibroblastos de personas
sin antecedentes de alteraciones metabdlicas, fueron incubados en presencia de acido
oléico deuterado, y sus metabolitos fueron analizados mediante cromatografia de ga-
ses acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) Resultados: Se encontr6 un perfil
caracteristico luego de la incubacion de este sustrato por fibroblastos. Conclusiones:
Este sustrato podria ser usado para realizar estudios in vitro de algunas deficiencias de
la B-oxidacion mitocondrial de acidos grasos, mediante la comparacion de fibroblastos
normales vs fibroblastos de pacientes que presenten deficiciencias de esa via metabdlica.

Palabras clave: acidos grasos, metabolismo, diagndstico precoz.

Metabolite production of fibroblasts
incubated with deuterated oleic acid

Summary

Objective: In vitro studies for searching intermediates of mitochondrial fatty acid degrada-
tion, are a tool for diagnosis of hereditary or adquired alterations of the above mentioned
metabolic pathway. The present work analizes the metabolite production in fibroblasts
incubated with deuterated oleic acid. Materials and methods: fibroblasts of persons
without antecedents of metabolic alterations, were incubated with deuterated oleic acid
and its metabolites were analyzed using gas chromatograpy-mass spectrometry (GC-
MS). Results. It was found a characteristic profile after incubation of fibroblats with this
substrate. Conclusion: this substrate could be used to perform in vitro studies of some
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mitochondrial fatty acid -oxidacién deficiencies, by comparison of normal fibroblasts
vs fibroblats of patients who present defiencies of the above named metabolic pathway.

Key words: fatty acids, metabolism, early diagnosis.

Introduccién

Los estudios bioquimicos de las altera-
ciones de la oxidaciéon mitocondrial de los
acidos grasos, son fundamentales para su
diagndstico 23, Las acilcarnitinas produci-
das, luego de la oxidacion mitocondrial de
acidos grasos, pueden salir de la mitocondria
y acumularse en el medio de cultivo, mientras
que los tioésteres Acil-CoA formados, que-
dan confinados en la mitocondria debido a
su incapacidad para atravesar la membrana
mitocondrial®. A partir de ese precepto, Nada®
et al disefiaron un método para el diagndéstico
de las deficiencias de la R-oxidacion mito-
condrial de los acidos grasos, mediante la
incubacién de fibroblastos utilizando &cido
[17,17,18,18-2H4]-9,12-octadecadienoico;
(4cido linoléico deuterado), en presencia de
L-carnitina; utilizando espectrometrometria
de masas en tandem, para medir las acilcar-
nitinas deuteradas en el medio de cultivo.
Mediante ese procedimiento, se consigue
establecer el diagnéstico de varias deficien-
cias de la beta oxidacion mitocondrial, pero a
pesar de ser una técnica altamente sensible y
precisa, tiene el inconveniente de la accesibili-
dad para numerosos laboratorios en el mundo,
dado los costos que implica, por lo que se
han disefiado otras técnicas que determinan
acilcarnitinas en medios de cultivo de fibro-
blastos por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas con monitoreo
selectivo de un ion (GC-CI-MS y GC-MS)®.
Por otro lado, algunos estudios muestran que
mediante el uso de cromatografia de gases
acoplada espectrometria de masas, pueden
medirse los acidos grasos, luego de hidrolizar
las acilcarnitinas del medio de cultivo’, lo que
facilita el digandstico temprano de algunas
alteraciones del metabolismo intramitocon-

Produccién de metabolitos en fibroblastos incubados con acido oleico deuterado.

drial de los acidos grasos®. En este trabajo
se presentan los resultados de la incubacion
de fibroblastos con &acido oléico deuterado,
detectando metabolitos por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas.

Materiales y métodos

El presente estudio es de tipo experimental.
El material biolégico empleado fue 10 cultivos
diferentes de fibroblastos normales. Como sus-
trato fue empleado el 4cido oléico deuterado
(Cambridge Isotope Laboratories). Fueron uti-
lizados los siguientes compuestos deuterados
para la preparacion de la curva de calibracion
[8,8,8-d3]octanoil- L-carnitina.HCI, [10,10,10-
d3]decanoil-L-carnitina.HCI, [12,12,12-d3]
dodecanoil-L-carnitina.HCI, [14,14,14-d3]
tetradecanoil-L-carnitina.HCI, [16,16,16-d3]
hexadecanoil- L-carnitina.HCI. (Ten Brinx-
Free University Amsterdam). Como estandar
interno fue adicionado acido undecanodioico
(Fluka), durante el proceso de extraccion de
las muestras. Los fibroblastos (4-20 pasajes)
fueron cultivados en medio de cultivo similar
al medio basal Eagle’s con bicarbonato y HE-
PES (4-(2-hidroxietil)-1-acido piperazinaetano
sulfdrico), (MEM: medio minimo esencial),
suplementado con suero de bovino recién
nacido 10% (v/v) y gentamicina 1% (v/v) a 37
°C, en estufa con 5%C02/95% de aire. Des-
pués de alcanzar el punto de confluencia (80-
100%), las células fueron lavadas dos veces
con PBS (buffer fosfato salino), la solucion se
tripsinizd (1 mL de tripsina-EDTA a 37 °C), y
posteriormente se neutralizé mediante la adi-
cion de 3-5 mL de MEM. 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 incu-
badas en presencia de sustratos deuterados.
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Se utilizé el método de Lowrry et al °, para la
determinacion de proteinas. Para la oxidacion
de acido oléico deuterado en fibroblastos fue
utilizada la técnica disefiada por Osorio et al
10: se prepard una solucion de medio de cul-
tivo con una concentracion final de 0.15 mM
de acido acido oléico deuterado, 1mM BSA,
y L-carnitina 0.2 mM. La incubacion por los
fibroblastos se llevé a cabo de la siguiente ma-
nera: después de la tripsinizacion, las células
fueron resuspendidas en MEM enriquecido en
frascos falcom de 2.5 mL (2 frascos por caso).
Después de 72 h de incubacién, el medio de
cultivo fue recogido mediante centrifugacion y
almacenado a —20 °C hasta su analisis. Las
células se resuspendieron en 1 mL de PBS1
para proceder a la determinacion de proteinas.
El andlisis cuantitativo se bas6 en el método
del estandar interno. Se prepararon curvas de
calibracion para los acidos grasos C8, C10,
Cl12, y C14, en un rango de 0 a 150 nM, y
C16 en un rango de 0-1000 nM, utilizando
acilcarnitinas deuteradas en el dltimo carbo-
no, diluidas en MEM (p<0,00001 para cada
curva de calibracién). El analisis de los acidos
grasos de los medios enriquecidos (curvas de
calibracion y productos de la incubacion) fue
realizado después de la hidrélisis con KOH. Las
curvas de calibracion se obtuvieron mediante
un analisis de regresion lineal, representando
la relacion de concentraciones de cada &cido
respecto al estandar interno frente a la relacion
de areas. Las condiciones de la cromatografia
gas-liquido fueron las siguientes: flujo de gas
portador (He): 1 mL/ min; divisién de flujo:
1:30; tiempo de inyeccién: 1min 5 segundos;
temperatura del inyector: 250 °C; tempera- tura
del horno y programacion de temperaturas:

T1 70 °C a 6 °C/min, T2 250 °C a 20 °C/min
hasta T3 300 °C; volumen de inyeccion: 1mL;
tiempo total: 38.5 min. Las condiciones de la
espectrometria de masas fueron las siguientes:
el andlisis cualitativo se realiz6 por cromato-
grafia de gases-espectrometria de masas, con
impacto electrénico y monitorizacion selectiva
de iones. Para cada acido se monitorizé el ion
M+-15, ya que es el ién selectivo y uno de los
mas abundantes; la ionizacién se realizé por
impacto electronico a 70 eV y la fuente de iones
se mantuvo a una temperatura de 200 °C. La
temperatura del analizador fue de 100 °C; para
la adquisicion de datos, el instrumento utilizo
un scanning repetitivo en un rango de 40 a
600 unidades de masa atémica. Fue utilizado
un cromatégrafo de gases 5890 Series Il Plus
— Espectrometro de masas Hewlett Packard
serie 5972, (Palo Alto, CA, afio 2000).

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 es considerado sin riesgo.

Resultados

En todas las curvas de calibracion se obtuvo
un coeficiente de correlacién superior al 0.99.
La figura 1, muestra el espectro de masas del
acido oleico deuterado.

Lafigura 2 muestra el espectro de masas del
estandar interno (IS) acido undecanodioico (B).

La figura 3 muestra el cromatograma GC-
MS-SIM de acidos grasos en fibroblastos
incubados con é&cido 2-oléico.
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Figura 1. Espectro de masas
del acido oléico deuterado.
Obtenido del equipo empleado
en el presente trabajo. Sobre la
ordenada puede observarse la
abundancia del i6n y sobre la
abcisa la relacion masa/carga.

Figura 2. Espectro de masas
del estandar interno (IS) &cido
undecanodidico (B). Obtenido
del equipo empleado en el
presente trabajo. Sobre la
ordenada puede observarse la
abundancia del io6n y sobre la
abcisa la relacion masa/carga.

Figura 3. GC-MS-SIM de
acidos grasos en fibroblastos
incubados con acido 2-oléico,
obtenido del equipo empleado
en el presente trabajo. Los
acidos grasos saturados
intermediarios corresponden a
la oxidacion de acido palmitico
del medio de cultivo.
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Fueron observados solamente los me-
tabolitos de 12 (D2C12:1), 14(D2C14:1), y
D2C16:1)16 a&tomos de carbono, producto de
la degradacion del 4cido oleico. Las concentra-
ciones observadas para los diferentes acidos
grasos, permiten establecer un perfil para los
acidos grasos intermediarios mencionados en
fibroblastos normales (tablal).

Tabla 1. Produccién de acidos grasos
deuterados en fibroblastos incubados
con acido oléico deuterado

ACIDOS GRASOS
INTERMEDIARIOS PROMEDIO | INTERVALO
(nmol/mg proteina/72 h)
D2C12:1 3,6 2,8-4.2
D2C14:1 2,9 1,9-5,1
D2C16:1 3,2 2,5-3,8
Discusion

La deteccion de metabolitos intermediarios de
la B-oxidacién mitocondrial de los acidos grasos,
ha sido ampliamente estudiada 213, La espec-
trometria de masas en tandem sigue siendo el
método mas efectivo para detectar alteraciones
en esta via metabdlica **. Sin embargo, es una
técnica que no esta disponible para muchos
laboratorios, por lo cual se deben buscar otras
alternativas. El uso de fibroblastos para el andlisis
del funcionamiento de la B-oxidacién mitocondrial

de los &cidos grasos, mediante la incubacién con
diferentes sustratos ha sido plenamente docu-
mentada > 1%, La técnica de andlisis de acidos
grasos mediante GC/MS ha probado ser efectiva
para este tipo de andlisis; en trabajos anteriores,
trabajando con acido palmitico deuterado, han
sido encontrados elevados los niveles de dife-
rentes acidos grasos, después de hidrolizar las
acilcarnitinas presentes en el medio de cultivo de
los fibroblastos de los pacientes que presentaban
deficiencias de la B-oxidacion mitocondrial de los
acidos grasos *°. En el presente estudio ha sido
encontrado un perfil que muestra deteccion
de varios acidos grasos deuterados luego de
realizar incubacion de fibroblastos normales
con acido oleico deuterado. En conclusion, el
método propuesto, muestra un espectro ca-
racteristico de metabolitos intermediarios, de
la incubacion de fibloblastos con acido oleico
deuterado; por lo que puede recomendarse
la realizacion de este mismo procedimiento,
pero comparando fibroblastos normales con
fibroblastos de pacientes que presenten defi-
ciencias de la B-oxidacién mitocondrial de los
acidos grasos, lo cual servira como herramienta
diagnéstica de estas alteraciones.
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