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Determinacion de valores normales

de acilcarnitinas en una poblacion infantil
sana como herramienta diagnostica

de errores hereditarios de la f-oxidacion
mitocondrial de los acidos grasos
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Introduccién

La determinacion de acilcarnitinas en sangre es una
prueba ttil en el diagndstico de los errores hereditarios de
la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos. Sin em-
bargo, existen pocos datos en la literatura médica, rela-
cionados con valores de referencia para acilcarnitinas y si
esos valores dependen de la edad o el sexo.

Objetivos

Llamar la atencién acerca de los errores innatos de la
B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos y estable-
cer valores de referencia para acilcarnitinas en nifios.

Pacientes y métodos

Fueron tomadas muestras de sangre de 309 nifios nor-
males divididos en cuatro grupos de edad (grupo A,
< 1 mes; grupo B, 1-12 meses; grupo C, 1-7 aiios; grupo D,
7-18 afios) y fueron analizadas por espectrometria de ma-
sas en tindem.

Resultados y discusion

Se aportan valores de referencia para acilcarnitinas en
nifios. No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas relacionadas con la edad o el sexo. Nuestros re-
sultados son diferentes cuando se comparan con los de la
literatura médica encontrada. Es importante destacar
la ausencia de hidroxiacilcarnitinas y glutarilcarnitina
cuando se procesan muestras normales. Revisamos la bi-
bliografia relacionada con los principales hallazgos clini-
cos y de laboratorio en las deficiencias de la -oxidacion
mitocondrial de los acidos grasos.
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DETERMINATION OF NORMAL ACYLCARNITINE
LEVELS IN A HEALTHY PEDIATRIC POPULATION
AS A DIAGNOSTICTOOL IN INHERITED ERRORS
OF MITOCHONDRIAL FATTY ACID B-OXIDATION

Introduction

Acylcarnitine measurement in blood is a useful test for
the diagnosis of inherited errors of mitochondrial fatty
acid B-oxidation. However, there are few data in the liter-
ature on the reference ranges of the various acylcarnitines
and on whether these reference ranges are age- or sex-de-
pendent.

Objectives

To draw attention to inherited errors of mitochondrial
fatty acid B-oxidation and to establish reference acylcar-
nitine values in children.

Patients and methods

A total of 309 blood samples from healthy children
divided into four age groups (group A: < 1 month; group
B: 1-12 months; group C: 1-7 years; group D: 7-18 years)
were obtained and analyzed using tandem mass spec-
trometry.
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Results and conclusion

Reference acylcarnitine values in children are provided.
No significant differences were found in relation to age or
sex. Our results differ from those reported in the litera-
ture reviewed. Importantly, hydroxyacylcarnitines and
glutaryl carnitine are absent when normal samples are
processed. We review the literature on the main clinical
and laboratory findings in mitochondrial fatty acid (3-oxi-
dation deficiencies.

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

INTRODUCCION

Los errores innatos de la oxidacion mitocondrial de aci-
dos grasos conforman un grupo de enfermedades de ca-
racter autosémico recesivo de espectro clinico y pronosti-
co variable, dependiendo del déficit enzimatico. Desde su
primera descripcion han sido comunicados varios defec-
tos incluyendo algunos subtipos.

Las manifestaciones clinicas resultan de la inhabilidad
por parte de los tejidos que oxidan 4dcidos grasos para
mantener el aporte de energia cuando hay un incremen-
to en la demanda; por lo tanto, los 6rganos diana de los
defectos de la oxidacion de acidos grasos incluyen el
musculo esquelético y cardiaco, asi como el higado.

Los sintomas sugestivos de estas deficiencias incluyen
sindrome de Reye (especialmente recurrente), hipotonia
y/0 miopatia, neuropatia periférica, niveles alterados de
conciencia y muerte sibita, asi como complicaciones me-
tabolicas del embarazol2.

Dentro de los hallazgos sugestivos se encuentran la hi-
poglucemia hipocetdcica, miocardiopatia, arritmias cardia-
cas, acidosis metabolica y, en algunos casos, hiperamo-
niemia, sindromes AFLP/HELLP (higado adiposo agudo
del embarazo/hemolisis, enzimas hepaticas elevadas, pla-
quetas bajas), rabdomiolisis recurrente, aciduria dicarboxi-
lica, deficiencia de carnitina e insuficiencia hepitica, re-
currente o fulminante!. Debido a que la carnitina es el
vehiculo mediante el cual los grupos acilo pueden aban-
donar la mitocondria y existe un equilibrio entre las acil-
carnitinas y sus respectivos ésteres de coenzima A (CoA)
en la mitocondria, el andlisis de carnitina y acilcarnitinas
en sangre es aproximadamente equivalente al analisis de
acil-CoA en la mitocondria3. El concepto de un perfil de
acilcarnitinas para reemplazar al perfil de acidos organicos
en orina ha sido indicado como una herramienta poten-
cialmente mas util para el diagnostico de las alteraciones
del metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada
y la oxidacion mitocondrial de los 4acidos grasos.

El objetivo del presente estudio fue establecer valores
de referencia para acilcarnitinas en una poblacion infan-
til sana como herramienta diagnostica de errores heredi-
tarios de la B-oxidacion mitocondrial y revisar la literatu-
ra médica relacionada con estas alteraciones.

PACIENTES Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre de 309 nifios (154 nifios
y 155 ninas) normales divididos en cuatro grupos de
edad (grupo A, < 1 mes; grupo B, 1-12 meses; grupo C,
1-7 anos; grupo D, 7-18 anos) y fueron analizadas por
espectrometria de masas en tindem (MS/MS). Los padres
firmaron un consentimiento escrito y toda la informacion
se considera confidencial. Las muestras se mantuvieron
en congelacion (=20 °C) antes de la determinacion de
acilcarnitinas por MS/MS, hasta obtener la totalidad de los
especimenes necesarios para realizar el estudio.

El estudio cumplio con las normas establecidas por los
correspondientes comités de €tica y contd con su res-
pectiva aprobacion. La determinacion de acilcarnitinas se
realizo de acuerdo con Millington et al?. La técnica utiliza
métodos de fragmentacion de moléculas positivamente
cargadas mediante ionizacion electrodifusora de los éste-
res butilicos. Las concentraciones se calculan después de
obtener la relacion entre la intensidad de la senal corres-
pondiente para cada compuesto y la intensidad de la se-
nal producida por un estindar interno (IS) que se anade
a las muestras como patron interno. El equipo utilizado
fue un VG Quattro 11, triple quadrupole tandem mass
spectrometer (Micromass, Reino Unido), equipado con
una fuente de ionizaciéon en aerosol (ESD), y un sistema
de andlisis de datos micromass (MassLynx). La introduc-
cion de las muestras a la fuente se hizo mediante el dis-
positivo automatico Jasco AS980 (Jasco, Reino Unido),
acoplado a una bomba Jasco PU980 HPLC. Para obtener
las concentraciones de acilcarnitinas se realizd un registro
de precursores m/z 85 (PAR 85). La prueba t de Student
fue utilizada para establecer las posibles diferencias rela-
cionadas con la edad o el sexo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestros resultados (tabla 1) muestran un valor pro-
medio total de acilcarnitinas en nifos de 15,2 = 6,9;
14,4 £ 8,3; 14,9 £ 9,9 y 14,6 = 6,8 mM/1, para los cuatro
grupos de edad respectivamente (grupo A, < 1 mes; gru-
po B, 1-12 meses; grupo C, 1-7 anos; grupo D, 7-18 afios),
conformado por valores promedio de 10,7 +4,8;
10,6 £5,3; 10,8 £ 6,9, y 10,5 £ 3,9 para las acilcarnitinas de
cadena corta; 8,3 +0,2; 0,2+ 0,2; 0,3+ 0,3,y 0,3 = 0,3 para
las acilcarnitinas de cadena media, y 4,1 £ 2,4; 3,6 £ 2,8;
4,0£27,y 3,820 para las acilcarnitinas de cadena lar-
ga para cada grupo de edad respectivamente. Estos valo-
res son diferentes de los publicados por otros autores?,
quienes trabajaron con ninos con seis grupos de edad
(cordon umbilical, menores de 2 meses, de 2 a 18 meses,
de 18 meses a 5 anos, de 5 a 10 anos y de 11 a 17 anos)
y compararon los valores obtenidos para estos grupos
con las muestras recibidas para cribado neonatal (prime-
ra semana de vida).

Para ellos hay diferencias significativas para algunas
acilcarnitinas, cuando se comparan los grupos estudiados,
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TABLA 1. Valores de referencia para acilcarnitinas en la sangre de nifios, por espectrometria de masas en tandem

(promedio = DE, n = 309)

550

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
X . (n = 35) (n = 43) (n = 118) (n =113)
Acilcarnitinas
Intervalo Promedio Intervalo Promedio Intervalo Promedio Intervalo Promedio

(mM/D (mM/) (mM/1) (mM/1) (mM/D) (mM/1) (mM/D) (mM/D)
Acilcarnitinas de cadena corta
Acetilcarnitina C,cn 08160 96+41 09224 94+48 08272 98=61 10261 93=31
Propionilcarnitina Czcn nd-2,6 0,8+0,5 nd-2,3 0,9+0,3 nd-2,8 0,7+0,5 nd-3,2 0,9 +0,6
Butirilcarnitina C4cn nd-0,5 0,2+0,1 nd-0,4 0,2+0,1 nd-0,5 0,2+0,1 nd-0,9 0,2+0,1
Isovalerilcarnitina Cscn nd-0,3 0,1+0,1 nd-1,0 0,1+0,1 nd-0,8 0,1+0,1 nd-0,7 0,1+0,1
Acilcarnitinas de cadena media
Hexanoilcarnitina Cqen nd-0,1 nd nd-0,2 nd nd-0,1 nd nd-0,1 nd
Octanoilcarnitina Cgen nd-0,1 nd nd-0,3 nd nd-0,1 nd nd-0,2 nd
Decanoilcarnitina Cypen nd-0,4 0,1+0,1 nd-0,3 0,1+0,1 nd-0,5 0,1+0,1 nd-0,4 0,1+0,1
Glutarilcarnitina DC5cn nd nd nd nd nd nd nd nd
Dodecanoilcarnitina Cy,cn nd-0,5 0,2+0,1 nd-0,6 0,1+0,1 nd-0,7 0,2+0,2 nd-0,4 0,2 +0,2
Acilcarnitinas de cadena larga
Tetradecenoilcarnitina Cy4,,cn nd-0,4 0,1+0,1 nd-0,9 0,2+0,2 nd-0,7 0,1+0,1 nd-0,8 0,2+0,1
Tetradecanoilcarnitina Cy4cn nd-0,5 0,3+0,2 nd-0,4 0,1+0,2 nd-0,3 0,2+0,2 nd-0,6 0,2+0,1
Hidroxitetradecanoilcarnitina Cy4,opcn nd-0,02 nd nd-0,1 nd nd-0,02 nd nd-0,01 nd
Hexadecenoilcarnitina Cy4,;cn nd-0,1 0,1+0,1 nd-0,3 0,1+0,1 nd-0,1 0,1+0,1 nd-0,2 0,1+0,1
Hexadecanoilcarnitina Cjgcn 1,0-2,0 1,0+£0,5 nd-2,8 1,0+0,7 2,1-3,2 1,0+0,8 0,8-3,3 1,0+0,5
Hidroxihexadecanoilcarnitina Cyg.opcn nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd
Octadecdienoilcarnitina Cyg,cn nd-1,0 0,2+0,2 nd-1,5 0,3+0,2 nd-1,2 0,4+0,3 nd-1,5 0,3+0,2
Octadecenoilcarnitina Cygcn 0,1-2,2 15%0,7 0,7-5,5 1,0+0,9 0,2-5,0 1,3+0,8 0,1-2,2 1,2+0,9
Octadecanoilcarnitina Cgcn 0,5-1,8 1,0+0,6 0,3-2,9 0,9+0,5 0,4-1,9 0,7 0,4 0,2-3,7 0,8+0,7
Hidroxioactadecenoilcarnitina Cygqopcn nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd
Hidroxioctadecanoilcarnitina Cyg,05C, nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd nd-0,01 nd

Grupo A: <1 mes; grupo B: 1-12 meses; grupo C: 1-7 anos; grupo D: 7-18 anos.
DE: desviacion estandar; nd: no detectable (< 0,002).

con el grupo de muestras recibidas para el cribado
neonatal. Sin embargo, no encuentran diferencias signifi-
cativas entre los otros grupos de edad ni entre sexos. No-
sotros presentamos cuatro grupos de edad y no encon-
tramos diferencias significativas relacionadas con la edad
o el sexo entre ningln grupo. Los estudios son similares
al afirmar que a medida que se incrementa la edad, los
valores de acilcarnitinas son menores; sin embargo, los
intervalos para algunas acilcarnitinas, comunicados por
ellos, son muy superiores, cuando se comparan con los
nuestros, por lo que consideramos necesario mas investi-
gacion al respecto.

La identificacion de acilcarnitinas en fluidos corporales
utilizando espectrometria de masas en tindem fue de-
sarrollada a finales de la década de 19803 y representa
una herramienta til para el diagndstico de algunos defec-
tos de la oxidacion de los 4cidos grasos, los cuales son di-
ficiles de diagnosticar mediante el método cromatografico
tradicional. El método tiene el potencial de tamizar efecti-
vamente al menos una docena de otras alteraciones’ 1. Al-
gunos autores sugieren que el perfil de acilcarnitinas en
sangre deberia ser determinado en todos los pacientes que
presenten un episodio agudo de hipoglucemia hipocetoci-
ca, sindrome de Reye, miocardiopatia hipertrofica, insufi-
ciencia cardiaca o muerte subita durante el periodo neo-
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natal o durante la infancia, ademis en estados de hipoto-
nia con retardo en el crecimiento, retinitis pigmentosa e in-
cluso dolor muscular ocasionado por el ejerciciol?.

La determinacion de acilcarnitinas ha sido comunicada
en sangre entera', plasma'¥, orina®®, liquido amni6tico!
y bilis!7.

La mayoria de los signos y sintomas de los pacientes
sospechosos de sufrir alteraciones hereditarias de la
B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos han sido
identificados. En general, estas alteraciones deben ser in-
cluidas como diagnostico diferencial en casos de hipo-
glucemia sin explicacion, acidosis metabdlica, sindrome
de Reye-like, miopatia, mioglobinuria persistente y mio-
cardiopatia'®. Los hallazgos de laboratorio soportan el
diagnostico clinico, niveles de metabolitos intermediarios
en orina (glucosa, cuerpos cetdnicos, lactato, piruvato) y
en sangre (dcidos grasos no esterificados)'?; perfil de aci-
dos organicos en orina®; perfil de acilcarnitinas?!; analisis
enzimaticos en cultivos celulares y leucocitos?>?3 y anali-
sis de ADN2* son utilizados para confirmar el diagnostico
del tipo de alteracion.

Los principales hallazgos bioquimicos de los trastornos
de la B-oxidacion mitocondrial incluyen disminucion en
la concentracion de carnitina en plasma excepto en la de-
ficiencia de carnitina palmitoiltransferasa I, donde se en-
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cuentra incrementado; concentraciones normales o dis-
minuidas de carnitina libre en plasma excepto en la defi-
ciencia del transportador de carnitina, en el que las con-
centraciones son siempre muy bajas; incremento en la
relacion acilcarnitinas/carnitina libre excepto en las defi-
ciencias del transportador de carnitina y carnitina palmi-
toiltransferasa I, en el que las concentraciones son nor-
males; perfil alterado de acidos grasos en plasma, con
incremento en los niveles de C14:1n-9 en la deficiencia
de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga, 3-hi-
droxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga, flavopro-
teina de transferencia de electrones y deshidrogenasa de
la proteina de transferencia de electrones, asi como nive-
les elevados de C10:1n-6 en las deficiencias de acil-CoA
deshidrogenasa de cadena media, flavoproteina de trans-
ferencia de electrones, y deshidrogenasa de la proteina
de transferencia de electrones. La oxidacion de acidos
grasos en fibroblastos estd, ademas, deprimida en todas
las deficiencias?>20,

Los acidos organicos en orina son muy variables en pa-
cientes con alteraciones de la f-oxidacion mitocondrial, la
mayoria de ellos presentan excrecion normal durante
la remision. Incluso durante los episodios de descompen-
sacion, la aciduria dicarboxilica no cetocica puede ser el
unico hallazgo anormal. Pocos trastornos, sin embargo,
presentan metabolitos anormales caracteristicos; acilglici-
nas en la deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de ca-
dena media, glutarato e isovalerilglicina en la deficiencia
de la proteina de transferencia de electrones (aciduria
glutarica tipo 1D, etilmalonato y adipato en la deficiencia
de acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta’$.

El andlisis de acilcarnitinas es probablemente la prue-
ba mas util para el diagnostico diferencial de estas altera-
ciones, y presentan en su gran mayoria un perfil anor-
mal caracteristico. Por ejemplo, se encuentran niveles
incrementados de Cycn y Csen en la deficiencia de
acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta; Cgcn, Cgen 'y
Cip.¢n en la deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de
cadena media; Ci4cn y Cyuocn en la deficiencia
de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga; Ciucn'y
Cigcn en la deficiencia de carnitina acilcarnitina translo-
casa; Cygcn, Cig.icn, Cigen, Cigcn 'y Crgocn en la defi-
ciencia de carnitina palmitoiltransferasa II y Cy4.0pcn,
Cig1 oncn, y Cigonen en la deficiencia de 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa de cadena larga. La Cy,cn, identificada
como 2-trans,4-cis-Cy.,, un intermediario en la degrada-
cion del acido linoleico, ha sido encontrada en un pa-
ciente con deficiencia de 2,4-dienoil-CoA reductasa. Ade-
mas, otras alteraciones metabdlicas hereditarias son
responsables de perfiles de acilcarnitinas anormales
(acidurias orgédnicas tales como las deficiencias de gluta-
ril-CoA deshidrogenasa, 3-hidroximetilglutaril-CoA liasa,
B-cetotiolasa, propionil-CoA carboxilasa, metilmalonil-
CoA mutasa, e isovaleril-CoA deshidrogenasa)?’. Los es-
tudios de valoracion de acilcarnitinas en muestras dife-

rentes a las recibidas en el cribado neonatal son poco nu-
merosos>?$2, Por eso se hace necesario que otros grupos
de investigacion también hagan su aporte con relacion a
valores de referencia y tratar de unificar criterios.

En conclusion, la espectrometria de masas en tindem es
una técnica eficaz para la determinacién de acilcarnitinas
en muestras de sangre, de nifios en diferentes grupos de
edad. Es posible aportar valores de referencia como he-
rramienta diagnostica de las enfermedades hereditarias
de la B-oxidacion mitocondrial de los dcidos grasos.
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