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RESUMEN

Fundamento y objetivo: la determinacion de acilcarnitinas en sangre es una prueba util en el diagnoéstico de
los errores hereditarios de la B-oxidacién mitocondrial de los acidos grasos, sin embargo, existen pocos datos
en la literatura relacionados con valores de referencia para acilcarnitinas y si esos valores dependen de la
edad o el sexo. Los objetivos del presente trabajo son llamar la atencion acerca de los errores innatos de la
B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos y establecer valores de referencia para acilcarnitinas en adultos.
Pacientes y métodos: fueron tomadas muestras de sangre de 316 adultos de los cuales 158 hombres y 158
mujeres, con un rango de edad comprendido entre 18 y 58 afios; las muestras fueron analizadas por
espectrometria de masas en tandem. Resultados y conclusiones: no fueron encontradas diferencias
significativas relacionadas con el sexo. El intervalo y los valores promedio * la desviacion estandar son
presentados. Es importante resaltar la ausencia de hidroxiacilcarnitinas y glutarilcarnitina cuando se procesan
muestras normales. Se revisé la bibliografia relacionada con los principales hallazgos clinicos y de laboratorio
en las deficiencias de la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos.

Palabras clave: Espectrometria de masas en tandem. Acidos grasos. Metabolismo. Errores innatos del
metabolismo.

INTRODUCCION
importantes procesos para generar combustible

La oxidaciéon mitocondrial de acidos grasos
es la mayor fuente de energia para el corazén y
musculo esquelético y uno de los mas
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durante el ejercicio y el ayuno'. Los acidos
grasos proveen cerca del 80% de la energia
necesaria para el funcionamiento del corazén y
el higado?; la oxidacion mitocondrial de dcidos
grasos ademads suministra la energia necesaria
para la termogénesis en el tejido adiposo
marron®.

Las deficiencias de la f-oxidacién
mitocondrial de los dcidos grasos son un grupo
de enfermedades genéticas de caracter
autosémico recesivo (tabla 1)*. Los primeros
reportes de estas enfermedades se dan después
de 1980° y en la actualidad son un campo
importante de la medicina por su relacién
comprobada con problemas como el sindrome
de muerte subita del lactante, hipoglucemia
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Tabla 1. Trastornos de la B-oxidacion mitocondrial®.
Enfermedad y/o defecto enzimatico Acrénimo N° McKusick Localizacion Mutacion
cromosémica prevalente

Transportador de carnitina OCTN2 212140 5g33.1 -
Carnitina palmitoil transferasa | 11913 -

CPT IA (hepatica) CPTI 255120

CPT IB (muscular)

Carntina/acil-carnitine translocasa CACT 212138 3p21.31 -
Carnitina palmitoil transferasa Il CPTII 255110 1p32 S113L
Acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga VLCAD 201475 17p11.2-p11.13 -

Acyl-CoA deshidrogena de cadena media MCAD 201450 1p31 K304E
Acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta SCAD 201470 12g22-qter G185S-R174W
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena LCHAD 600890 2p23 E474Q
larga

2-enoyl-CoA hidratasa de cadena larga

3-oxoacyl-CoA tiolasa de acido graso de cadena 143450 2p23 -
larga MTP

(Proteina Trifuncional)

3-hidroxyacyl-CoA deshidrogenasa de cadena SCHAD 601609 4022926 -

corta

Flavoproteina para transferencia de electrones

(ETF) ETF 231675 15923-g25-19q13.3 T266M
(a-subunit GA 1IA)

(B-subunit GA 1IB)

ETF deshidrogenasa (GA II)(B-subunit GA 1IB) ETFDH 231675 4q33-qter -
2,4-Dienoil-CoA reductasa DR 222745 8g21.3 -
3-keto-acil-CoA tiolasa de cadena media MCKAT 602199 - -

Nota: Las frecuencias de la mutacion prevalente descritas para CPT Il forma adulta, MCAD, y LCHAD son 60, 90, y 87%

respectivamente®.

con hipocetonemia, problemas cardiacos y
musculares (tabla 2), entre otros con
caracteristicas bioquimicas especificas (tabla
3). Actualmente, se ha clonado y secuenciado
el cDNA de la mayor parte de las proteinas
implicadas. El espectro mutacional es amplio,
excepto en la deficiencia de Acil Coenzima A

Dehidrogenasa de Cadena Media (MCAD) y de
Cadena Larga (LCHAD), donde un 90 y un 87%,
respectivamente, de los alelos estudiados
poseen la misma mutacién®® .

La principal caracteristica clinica de estas
enfermedades es la hipoglucemia hipocetésica
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Tabla 2. Principales caracteristicas clinicas de las deficiencias de la B-oxidacion mitocondrial.

Deficiencia Hipoglicemia [Hepatomegalia/Cardiomiopatia TRC Debilidad Otros sintomas
muscular/
miopatia
OCTN2 + + +++ - + SIDS
CPT (A yB) + +++ - - + Tubulopatia, Nefromegalia|
CACT + + +++ + + SIDS
CPT Il -Adulta - - - - +++ Quistes renales
CPT Il -Infantil + + +++ + + Mioglobinuria
VLCAD + + +/- +/- + SIDS, mioglobinuria
MCAD +++ + + + + SIDS, coma
hiperamonémico neonatal
SCAD +/- +/- - - +/- SIDS
LCHAD + +++ +++ + + SIDS, retinitis pigmentosa,
neuropatfa periférica,
mioglobinuria
MTP + +++ +++ + + SIDS, mioglobinuria,
polineuropatia periférica
SCHAD-Muscular + - + - + SIDS
SCHAD-Hepatica + + - - + SIDS
ETF +++ + + + + SIDS
ETFD +++ + + + + SIDS
DR - + - - + SIDS
MCKAT + + + + +++ SIDS, mioglobinuria

Abreviaturas: TRC, transtornos del ritmo cardiaco; SIDS, sindrome de muerte subita infantil. Nota: Las formas severas de ETF y

ETFD pueden cursar con dismorfia facial, quistes renales, malformaciones cerebrales, distonia, disquinesia, megacefalia.

asociada con el ayuno, pero el espectro de
sintomas clinicos es muy amplio y abarca
desde pacientes sintométicos o con ligera
hipotonia, hasta pacientes con debilidad
muscular y cardiomiopatia®. En general, el
prondstico es bueno, condicionado al hecho de
que se establezca un diagndstico temprano y
un tratamiento terapéutico correcto'®'.

39

En el presente estudio se han analizado las
acilcarnitinas ~ mediante el uso de
espectrometria de masas en tindem (MS/MS),
para establecer valores de referencia en sangre
de adultos normales, como herramienta
diagndstica de las alteraciones enzimaticas de
la degradaciéon mitocondrial de los acidos
grasos.
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Tabla 3 Principales hallazgos bioquimicos en las deficiencias de la f-oxidacion mitocondrial®.

Deficiencia Crine Acilglicinas o Acilcarnitinas Oxidacion de palmitato
Coine metabolito especifico en fibroblastos

OCTN2 Muy baja - - - baja

CPT I Alta - - - baja

CACT baja - - C.Cy, baja

CPT Il baja - - Ci6Cis1.Cigr baja

CWS 1
VLCAD baja Ci41ng €levado - CisaCiss baja
MCAD baja Cio1ns €levado Acilglicinas C6,C..C,, baja
SCAD Normal-baja Acido etilmalénico C..C, Normal-baja

LCHAD baja Ci41ng €levado - Cison Cigonr Cigion baja

MTP Normal-baja C,,., elevado - Cison Cigonr Cigion baja

SCHAD baja - - - baja

ETF baja Ci41ng €levado Isovalerilglicina C,.C, baja
Cio1ns €levado Isovaleril, 2-metilbutiril

ETFD baja Ci41ng €levado - C,.C, baja
Cio1ns €levado Isovaleril, 2-metilbutiril

DR baja - - - baja

MCKAT Normal-baja - - - baja

mostrar valores normales o incrementados?.

Nota: La carnitina libre puede encontrarse normal o disminuida en todas las deficiencias excepto en la CPTI que puede

PACIENTES Y METODOS

El presente estudio es de tipo transversal. Se
tomaron muestras de sangre de 316 adultos
voluntarios normales, con edades entre 18 y 60
anos, 158 hombres y 158 mujeres, que
acudieron al laboratorio de Patologia Molecular
de la Universidad de Caldas en Manizales para
participar en la consecucién de muestras para
la conformacién del Banco de ADN. Entre los

2

participantes se encontraban personas de 17
departamentos de Colombia, especialmente de
la Region Andina. Cada voluntario fue
identificado plenamente y respondié un
cuestionario especifico para este tipo de
analisis. Se tuvo como criterio de inclusién la
edad, mayores de 18 afos. Fueron excluidos
del estudio personas que tuvieran problemas
de salud crénicos o agudos y personas que
estuvieran en algin tratamiento con
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Tabla 4. Valores de referencia para acilcarnitinas en la sangre de adultos normales por espectrometria de masas en tandem (promedio

+ DE, n = 316).

Acilcarnitina m/z Promedio Intervalo

(mM/L) (mM/L)

Acilcarnitinas de cadena corta
Acetilcarnitina C,cn 260 8.1+2.8 2.8-24.7
Propionilcarnitina C.cn 274 1.1+0.5 0.3-3.6
Butirilcarnitina C,cn 288 0.2+0.2 nd-1.0
Isovalerilcarnitina C.cn 302 0.2+0.1 nd-0.8
Acilcarnitinas de cadena media
Hexanoilcanitina C,cn 316 nd=0.05 nd-0.7
Octanoilcarnitina C,cn 344 0.1+0.1 nd-0.3
Decanoilcarnitina C, cn 372 0.2+0.1 nd-1.3
Glutarylcarnitina DCbcn 388 nd+ nd nd-0.2
Dodecanoilcarnitina C,,cn 400 0.1+0.1 nd-0.8
Acilcarnitinas de cadena larga
Tetradecenoilcarnitina C,, ,cn 426 0.1+0.1 nd-1.0
Tetradecanoilcarnitina C, ,cn 428 0.1+0.1 nd-1.0
Hidroxitetradecanoilcarnitina C,, ,.cn 444 nd=+ nd nd-0.1
Hexadecenoilcarnitina C,,, cn 454 0.1+0.1 nd-1.0
Hexadecanoilcarnitina C,cn 456 1.0+0.3 0.4-2.0
Hidroxihexadecanoilcarnitina C g ., .cn 472 nd=+ nd nd
Octadecdienoilcarnitina C, cn 480 0.2+0.1 nd-1.0
Octadecenoilcarnitina C . cn 482 1.0+05 0.3-3.0
Octadecanoilcarnitina C,.cn 484 0.6+0.4 nd-6.0
Hidroxioactadecenoilcarnitina C ., ;. .cn 498 nd=+ nd nd-0.1
Hidroxioctadecanoilcarnitina C; . .C 500 nd=+ nd ud-0.1

Abreviaturas: m/z, relacién masa/carga. nd, no detectable (< 0.002). SD, desviacion estandar. n=31
q
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medicamentos, asi como personas con
sobrepeso u obesidad. El valor promedio
(desviacion estandar) del indice de masa
corporal en el grupo estudiado fue de 22,7
(2,34) kg/m?. El muestreo se realiz6 entre julio
de 2004 y julio de 2005; a los participantes no
se les realiz6 posteriormente ningin
seguimiento ni intervencién. La muestra fue
recolectada por conveniencia. Los datos
obtenidos fueron digitados en Excel vy
procesados en el paquete estadistico SAS.

Las muestras de sangre fueron depositadas
en tubos de vidrio con EDTA y posteriormente
se prepararon tarjetas de sangre seca en papel
de filtro y analizadas por espectrometria de
masas en tandem. Los participantes firmaron
un consentimiento informado y toda la
informaciéon se considera confidencial. Las
tarjetas de papel de filtro que contenian sangre
seca para el andlisis, se mantuvieron en
congelacién (-20° C) antes de la determinacion
de acilcarnitinas por MS/MS, hasta obtener la
totalidad de los especimenes necesarios para
realizar el estudio.

La determinacién de acilcarnitinas se realizo
de acuerdo con Millington et al'? por
espectrometria de masas en tdndem. La técnica
utiliza métodos de fragmentacion de moléculas
positivamente cargadas mediante ionizacién
electrodifusora de los ésteres butilicos. Las
concentraciones se calculan después de
obtener la relacién entre la intensidad de la
sefial correspondiente para cada compuesto y
la intensidad de la senal producida por un
Estdndar Interno (IS del inglés Intern Standard)
que se anade a las muestras como patron
interno. El equipo utilizado fue un VG Quattro
I1, triple quadrupole tandem mass spectrometer
(Micromass, UK), equipado con una fuente de
ionizacion en aerosol, y un sistema de anélisis
de datos micromass (MassLynx). La
introducciéon de las muestras a la fuente se
hizo mediante el dispositivo automético Jasco
AS980 (Jasco UK), acoplado a una bomba
Jasco PU980 HPLC. Para obtener las
concentraciones de acilcarnitinas se realizé
un registro de precursores m/z 85 (PAR 85). El
calculo de las concentracion de acilcarnitinas
se realizo conociendo la concentraciones del

)
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IS en 100pl, adicionados a 12ul de sangre
extraidos de la tarjeta de papel de filtro®®. La
prueba t de student fue utilizada para
establecerlas posibles diferenciasrelacionadas
con el sexo. El estudio cumpli6 con las normas
establecidas por los correspondientes comités
de ética.

ResuLtaDOS

Los resultados obtenidos (Tabla 4) muestran
un valor promedio total de acilcarnitinas en
adultos de de 13,7 = 5,5 mM/L, conformado por
valores promedio de 9,6 = 3,6, 0,4 = 0,35y 3,1
+ 1,5 para las acilcarnitinas de cadena corta;
media y larga respectivamente. Los datos
obtenidos son una aproximacién de los valores
de referencia de la poblacién Colombiana y no
tuvieron distribucién normal.

Discusion

Los estudios actuales de las deficiencias
de la B-oxidacién mitocondrial muestran
que algunas de estas enfermedades no habian
sido diagnosticadas, mientras que otras han
sido clasificadas como sindrome de muerte
subita infantil o sindrome de Reye!*'°. De
aqui el interés del estudio, ya que un
diagndstico positivo conlleva a la adopcién
de medidas preventivas.

A pesar de que la determinacion de
acilcarnitinas es valiosa para la confirmacién
del diagnéstico, pueden realizarse otras pruebas
antes de instaurar medidas preventivas como
son la determinacién de 4cidos grasos en
plasma, carnitina libre y total en suero, u
oxidacion de acidos grasos por linfocitos y
fibroblastos'”:*8.

La utilizacion de la espectrometria de masas
en tdndem para el andlisis de acilcarnitinas, se
ha constituido en una herramienta fundamental
para la confirmacién de los pacientes que
sufren deficiencias enzimaticas de la
B-oxidacion mitocondrial de los dcidos grasos
y otro tipo de deficiencias. Han sido realizados
estudios de los valores de acilcarnitinas en
diferentes fluidos corporales y los realizados
en sangre, han tenido en cuenta diferentes
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poblaciones, estudiadas de acuerdo al sexo y a
diferencias en los grupos de edad® 221,

Se ha establecido claramente que a medida
que se incrementa la edad, los valores de
acilcarnitinas son menores***. Cuando se
compararon los valores obtenidos en el presente
estudio, con otros®!, se encontr6 que los
intervalos para algunas acilcarnitinas, son muy
superiores a los del presente estudio, por lo que
se considera necesaria més investigacion al
respecto para establecer si es debido a la
metodologia empleada o son variaciones
propias de las poblaciones estudiadas.

El reconocimiento de las deficiencias de la
B-oxidacion es a menudo dificil, ya que la
sintomatologia clinica puede ser intermitente y
las pruebas rutinarias de laboratorio y los
analisis de metabolitos pueden no ser
informativos, particularmente si las muestras
de plasma y de orina no han sido recogidas
durante el episodio de descompensacion
aguda.

El estudio de los acidos grasos libres, de la
carnitina en plasma y las acilcarnitinas en
sangre han sido muy ftiles, ya que estos
parametros son informativos tanto si la muestra
es de un episodio de crisis como si es de un
periodo de estabilidad clinica®*?**. Sin embargo,
no todas las deficiencias presentan alteracion
de estos parametros. El siguiente paso en el
diagndstico consiste en los estudios enzimaticos
y de oxidacién de substratos en fibroblastos o
linfocitos en presencia de precursores marcados
con tritio y/o con deuterio, los que aportan una
valiosa informacién para el diagnéstico de
estas deficiencias?’.

Para la deficiencia de MCAD y LCHAD,
donde existe una mutacién prevalente en,
aproximadamente, un 90% de los alelos (tabla
1), no son en general necesarios los estudios
enzimdticos, ya que es mucho més répido y
sencillo proceder al diagnéstico a través del
analisis de la mutacién prevalente?.

Los estudios de valoracién de acilcarnitinas
en muestras diferentes a las recibidas en el
cribado neonatal son poco numerosos'*'*?” por
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eso se hace necesario que otros grupos de
investigacién también hagan su aporte con
relacion a valores de referencia en diferentes
poblaciones y tratar de unificar criterios.

CONCLUSION

La espectrometria de masas en tdndem es
una técnica eficaz para la determinacién de
acilcarnitinas en muestras de sangre, en
adultos. Se cumplié con el objetivo propuesto
deaportar valores dereferencia deacilcarnitinas
en adultos de nuestro medio como herramienta
diagnostica de las enfermedades hereditarias
de la B-oxidacién mitocondrial de los acidos
grasos y otras deficiencias enzimaticas. La
limitacion principal es que los datos obtenidos
son aplicables para los individuos muestreados,
sin embargo estos datos son extrapolables a la
poblacién colombiana adulta. Se hace necesario
que la comunidad cientifica internacional
investigue mas acerca de los valores de
referencia en otras regiones.

SUMMARY

Acilcarnitines profile in adults as a tool for diagnosis of
mitochondrial fatty acid oxidation deficiencies.

Introduction: the acylcarnitines measurement in blood
is a useful test for the diagnosis of inherited errors of
fatty acid mitochondrial B-oxidation, however there is
little data in the literature regarding the reference
ranges of various acylcarnitines and whether these
reference ranges are age or sex dependent. The aims
of this work are to draw the attention to inherited
disorders of mitochondrial fatty acid B-oxidation and
to establish reference values for acylcarnitines in
adults using tandem mass spectrometry. Patients and
methods: 316 blood samples normal adults, 158 male,
158 female, with a range of age between 18 and 58
years, were obtained and analysed using tandem mass
spectrometry. No significant differences were found
related to sex; the interval and average values =+
standard deviation are presented. It is important to
remark the absence of hydroxyacylcarnitines and
Was
reviewed the literature related to the main clinical

glutaryl carnitine processing normal samples.
and laboratory findings in mitochondrial fatty acid
B-oxidation deficiencies.

Key words: Tandem mass spectrometry. Fatty acids. Metabolism.
Inherited inborn errors.
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