USO DE LA ESPECTRQMETRiA DE MASAS EN TANDEM PARA LA
DETERMINACION DE AMINOACIDOS EN CANINOS

RESUMEN

La determinacién de aminodcidos en sangre,
es una prueba fundamental en la detecciéon de
errores hereditarios de la degradacién de algunos
aminoacidos y algunas acidurias organicas. El
objetivo del presente trabajo, ha sido establecer
valores de referencia para aminoacidos en sangre
de caninos adultos mediante espectrometria de
masas en tdndem. Fueron obtenidas muestras
de sangre de 60 caninos normales mayores de 18
meses (30 machos y 30 hembras). Las muestras
fueron tomadas en papel de filtro y analizadas
mediante espectrometria de masas en tdndem.
No fue encontrada diferencia significativa entre
machos y hembras. Son reportados valores de
referencia en caninos usando esta técnica. La
espectrometria de masas en tdndem constituye
una herramienta importante para el diagnostico
de metabolopatias.
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ABSTRACT

The measurement of blood amino acids is a
basic test for the detection of inherited inborn
errors related to some amino acids metabolism
and organic acidurias. The objective of the
present study was to establish reference values
for amino acids in blood of canines using
tandem mass spectrometry. Blood samples
from 60 normal canines over 18 moths of age
(30 male and 30 female) were obtained, and
dried blood spots were prepared for amino
acids analysis by tandem mass spectrometry.
No significant differences between sexes were
found. Reference values for amino acids in
canines using this technique are provided.
Tandem mass spectrometry is an important tool
for the diagnosis of metabolic disorders.
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INTRODUCCION

En humanos el nimero de errores innatos del
metabolismo reportados en la literatura cientifica
se aproxima a 600 (1). Es de suponer que este tipo
de enfermedades también se presentan en caninos,
pero en la mayoria de los casos el diagnéstico es
erréneo o simplemente pasan desapercibidas (2).
Se hace necesario mediante estudios bioquimicos y
de genética molecular, establecer la presencia o no
de estas alteraciones, con miras a realizar consejo
genético y recomendar el manejo respectivo a los
portadores, debido al auge de la zootecnia en caninos
y al papel del médico veterinario en el cuidado de las
mascotas, pero para esto se necesitan pardmetros de
referencia en animales normales. El presente trabajo
tuvo como objetivo establecer valores de referencia
para algunos aminoacidos por espectrometria de
masas en tdndem, para buscar posteriormente
una correlacién entre el animal normal y el que
se encuentra posiblemente afectado por un error
congénito del metabolismo (ECM), ya que esta
novedosa técnica permite la deteccién de hasta 30
desérdenes metabélicos en un sélo andlisis (3).

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo descriptivo. Se
tomaron muestras de sangre en papel de filtro de
60 caninos mayores de 18 meses (30 machos y 30
hembras) clinicamente sanos, de diferentes razas,
y que recibian una dieta estandar. Estos pacientes
fueron admitidos en el Hospital Veterinario de la
Universidad de Caldas (Colombia) para analisis
clinico de rutina. El estudio cumple con la aprobacién
del Comité de Etica de la Universidad de Caldas. La
sangre fue recolectada en tubos que contenian EDTA
(23,5 pmol/tubo). Se dejaron caer alicuotas de 20
microlitros sobre papel de filtro (No. 903, 1,88 mm
Schleicher & Schuell). Las muestras se dejaron secar
a temperatura ambiente durante la noche y fueron
empacadas al vacio y selladas, para ser guardadas a
-80°C hasta el momento de andlisis. La metodologia
seguida ha sido reportada anteriormente (4). Las
manchas de sangre fueron recortadas del papel
de filtro en circulos (6,35 mm o 0,25 pulgadas de
didmetro para cada uno, que correspondena 12 pul de
sangre) y se deposit6 un circulo en cada pozo. A cada
uno fueron adicionados 100ul de estandar interno y
metanol puro. Las bandejas fueron depositadas en un
agitador orbital (750 rpm) durante 30 min y luego se
llevaron a un bafo de ultrasonido durante 15 min.
Posteriormente fueron agitadas nuevamente durante
dos horas y se llevaron al bafio de ultrasonido por

30 min. El papel de filtro fue removido de cada pozo
y el sobrenadante evaporado bajo aire a 45°C hasta
secarse. A cada muestra se le agregaron 50 pl de HCL
butanoélico 1M y se incubaron a 60°C durante 15 min
(derivatizacién). Las muestras fueron evaporadas
inmediatamente bajo aire a 45°C y redisueltas en 100
ul de acetronitrilo al 70% en agua para ser inyectadas
al espectrémetro de masas. Todos los analisis
fueron realizados en un equipo Quattro II, triple
quadrupole tandem mass spectrometer (Micromass
UK), equipado con una fuente de ionizacién en
espray (ESI), y sistema de anélisis datos “micro mass
MassLynx”.

La introduccion de las muestras a la fuente se hizo
mediante el dispositivo automatico Jasco AS980
acoplado a una bomba Jasc PU980 HPLC. Para obtener
los niveles de aminoéacidos se registr6 pérdida neutral
de m/z 102 (NTL 102). Esta técnica utiliza métodos
de fragmentaciéon de moléculas positivamente
cargadas mediante ionizacién electrodifusora de
ésteres butilados. Las concentraciones son calculadas
después de obtener la relacién entre la intensidad
de la sefial correspondiente para cada compuesto y
la intensidad de la sefial producida por un estdndar
interno (IS) el cual es adicionado a las muestras como
patrén de referencia.

El calculo de la concentracién de acilcarnitinas, se
hace conociendo la concentraciones del estdndar
interno (I/S) en 100 pl; para [dy]en = 3,6 uM, [d,]C,cn
=1,2 uM, [d,]C,en = 0,24 pM, [d,]Cyen = 0,12 uM y
[d,]C,,cn = 0,24 pM adicionados a 12 ul de sangre
extraidos de la tarjeta.

Para el analisis estadistico fue utilizada la prueba ¢
de student, para establecer las posibles diferencias
entre machos y hembras, al comparar los valores de
los diferentes aminoacidos.

RESULTADOS

No se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre machos y hembras, al analizar las
muestras mediante espectrometria de masas en tindem
para varios aminoacidos. Los valores obtenidos en
milimoles/litro (promediotdesviacion estdndar)
fueron los siguientes: glicina 0,261+0,096, alanina
0,363+0,42, valina 0,105+0,108, Leucina+isoleucina
0,313+0,111, metionina 0,030+0,013, fenilalanina
0,055£0,018, tirosina 0,075+0,099, 4cido glutamico
0,275+£0,104 (Tabla 1). La Figura 1 muestra la
distribucién de los aminoacidos de acuerdo a la
relacién masa/carga.
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Tabla 1. Principales defectos hereditarios relacionados con el metabolismo
de aminoéacidos, diagnosticados en humanos.

Marcador
Nombre comtn Deficiencia enzimatica metabdlico por MS/
MS
Argininemia Arginasa Arginina
Citrulinemia Argininosuccinato sintasa Citrulina
Aciduria arginosuccinica | Argininosuccinato liasa Citrulina
Cistationina B-sintasa Metionina
Homocistinuria Metilentetrahidrofolato reductasa | Metionina
Metionina Sintasa Metionina
Hipermetioninamia Metionina adenosiltransferasa Metionina
. . . Leucina
Enfermedad de la orina Complejo de deshidrogenasas de .
. Py e Isoleucina
de jarabe de arce cetoacidos de cadena ramificada .
Valina
Hiperglicinemia no . L - -
Pers Sistema de escisién de la glicina Glicina
cetdsica
Fenilcetonuria Fenilalanina hidroxilasa Fenilalanina
Tirosinemia tipo I Fumarilacetoacetato hidroxilasa Tirosina
- I Tirosinamino-transferasa S
Tirosinemia tipo II s Tirosina
citosélica
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Figura 1. Espectrometria de masas en tdndem para aminoacidos. Los picos hacen referencia a la relacién
masa/carga (m/z) de cada aminodacido. IS estandar interno, 132 Glicina, 134 Glicina-IS, 146 Alanina, 159

Alanina-IS, 174 Valina, 182 Valina-IS, 188 Leucina-Isoleucina, 191 Leucina-Isoleucina-IS, 206 Metionina, 209
Metionina-IS, 222 Fenilalanina, 227 Fenilalanina-IS, 238 Tirosina, 242 Tirosina-IS, 260 Acido Glutamico, 263
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DISCUSION

El espectréometro de masas es un equipo que
ioniza moléculas, separa estos iones segtin su
relacion masa/carga (m/z) y finalmente detecta
y cuantifica los iones de una masa particular.
Los resultados son expresados en un grafico
conocido como espectro de masas, donde se
presentan los valores m/z a lo largo del eje X
y la cantidad de iones esta representada por la
altura de los picos en el eje Y (Figura 1). Las bases
para el analisis por espectrometria de masas
en tindem (MS/MS, MS2) son la produccién
de especies moleculares intactas a partir de
una mezcla compleja usando una técnica de
ionizacién suave seguida por la identificacion
de fragmentos moleculares de componentes
especificos inducidos con moléculas neutras de
nitrégeno o argoén. El analisis de aminoacidos
por espectrometria de masas en tdndem es
posible gracias a que los aminoécidos, después
de butilarse, se ionizan 6ptimamente dentro del
espectrometro de masas. Después de someter
estos iones a disociacién por colisién inducida (al
chocar con un gas, generalmente argén o neén),
se genera butilformato (102 Da), el cual es comtin
a todos los alfa-aminoécidos; el butilformato se
pierde dentro del proceso, debido a que es una
molécula -sin carga- y no un ion (5).

En las alteraciones del metabolismo de los
aminodacidos, la espectrometria de masas
en tdndem juega un papel diagnoéstico
importante, ya que pueden ser detectadas
las siguientes alteraciones: fenilcetonuria,
hiperfenilalaninemia, leucinosis (enfermedad
de la orina de jarabe de arce), tirosinemia
(tipo Il y III), citrulinemia, hipermetioninemia,
hiperglicinemia, citrulinemia y la aciduria
arginosuccinica (Tabla 1), ademas de ser
una técnica potencial para el diagndstico
de la hiperornitinemia, hiperamonemia,
hiperhomocitrulinemia (sindrome HHH) (6).

Los errores congénitos del metabolismo se deben
amutaciones de genes que como resultado daran
lugar a proteinas alteradas en su estructura y

funcién, lo cual interfiere en la via metabdlica
respectiva provocando el acumulo o deficiencia
de ciertos metabolitos (7). Por esto, el estudio
de los errores congénitos del metabolismo se
puede abordar a varios niveles: por deteccion de
un gen anormal, un producto del gen anormal,
una actividad anormal de este producto o por la
presencia anormal de metabolitos (8, 9).

El perfil de acilcarnitinas por espectrometria
de masas en tandem también puede ser tutil
en el diagnoéstico de acidurias orgénicas (10).
En algunas acidemias orgéanicas, pueden ser
encontrados patrones caracteristicos, por
ejemplo en la aciduria glutarica tipo I (GA
I) el perfil de acilcarnitinas muestra una
prominente acumulacién de glutarilcarnitina
(m/z 388), y en la acidemia isovalérica (IVA)
estd altamente incrementado el nivel de
iso-C5 (isovaleril)-carnitina (m/z 302). En
la acidemia metilmalénica (MMA) y en la
acidemia propidnica (PA) se presenta siempre
acumulacién de propionilcarnitina (m/z 274),
mientras que en la mayoria de los pacientes
con MMA un ién adicional correspondiente
a metilmalonilcarnitina (m/z 374) puede ser
detectado. Este es el primer reporte de valores
de referencia para aminodcidos en sangre de
caninos por espectrometria de masas en tindem.
Algunos autores han reportado valores de
referencia para acilcarnitinas y aminodacidos
de muestras obtenidas por puncién del talon,
para programas de tamizaje metabdlico en
humanos (6). Los diagndsticos realizados a
través de estos programas de tamizaje han
sido previamente reportados (11, 12, 13). Cabe
anotar que la espectrometria de masas en
tdindem no puede reemplazar los programas
de tamizaje para deficiencia de biotinidasa,
hipotiroidismo, hemoglobinopatias, hiperplasia
adrenal congénita, galactosemia, fibrosis
quistica, y distrofia muscular de Duchenne;
estas condiciones no pueden ser identificadas
por MS/MS por ahora, y deben ser detectadas
por otros medios (14, 15). Por ser de caracter
cuantitativo, esta técnica permite una buena
discriminacién entre perfiles normales y
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anormales, asi como el monitoreo de la terapia

adecuada, y la confirmacion en casos positivos
falsos (14).

Se concluye entonces que la espectrometria de
masas en tdndem es una técnica eficaz para
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la determinacion de aminoacidos en sangre
de caninos y se aportan valores de referencia
como una posible ayuda diagnéstica de algunas
enfermedades metabdlicas.
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