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RESUMEN

Objetivo: comparar dos técnicas como 
herramientas para el diagnóstico por laboratorio 
de la deficiencia de carnitina acilcarnitina 
translocasa, desorden poco frecuente de herencia 
autosómico recesiva en la oxidación de ácidos 
grasos. Materiales y métodos: los fibroblastos 
de pacientes y controles fueron incubados 
con sustratos tritiados y sustratos deuterados. 
Resultados: la oxidación de los sustratos 
tritiados se encontró muy deprimida en los 
fibroblastos de pacientes con esta enfermedad; 
sin embargo, no fue posible establecer un 
perfil característico para el diagnóstico de la 
enfermedad utilizando sustratos deuterados. 
Conclusión: la incubación de fibroblastos en 
presencia de sustratos tritiados constituye 
una buena herramienta para el diagnóstico 
por laboratorio de pacientes afectados por la 
deficiencia de carnitina acilcarnitina translocasa, 
no así la incubación con sustratos deuterados.

Palabras clave: ácidos grasos, carnitina, 
metabolismo, errores innatos del metabolismo, 
fibroblastos, marcaje isotópico.

COMPARACIÓN DE DOS TÉCNICAS COMO HERRAMIENTA 
DIAGNÓSTICA DE LA DEFICIENCIA DE 

CARNITINA ACILCARNITINA TRANSLOCASA

José Henry Osorio1

1 Departamento de Ciencias Básicas de la Salud, Laboratorio de Bioquímica Clínica y Patología Molecular. Universidad 
de Caldas. Correo electrónico: jose.osorio_o@ucaldas.edu.co

ISSN 1657-9550
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ACYLCARNITINE TRANSLOCASE 
DEFICIENCY DIAGNOSIS TOOLS

ABSTRACT

Objective: to compare two laboratory diagnosis 
techniques for carnitine acylcarnitine translocase 
deficiency , a rare inherited autosomal recessive 
disorder in fatty acid oxidation. Materials 
and methods: fibroblasts of patients and 
controls were incubated with tritiated substrates 
and deuterated substrates. Results: a severe 
depression for oxidizing the tritiated substrates 
was observed for the fibroblasts of patients with 
this disease; however it was not possible to 
establish a characteristic profile for the diagnosis 
of the disease using deuterated substrates. 
Conclusion: the incubation of fibroblasts using 
tritiated substrates constitutes a good tool 
for laboratory diagnosis of patients suffering 
carnitine-acylcarnitine translocase deficiency, in 
contrast, incubation with deuterated substrates 
does not.

Key words: fatty acids, carnitine, metabolism, 
inborn errors of metabolism, fibroblasts, isotope 
labeling.
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INTRODUCCIÓN

La carnitina acilcarnitina translocasa (CACT) 
es el segundo componente de la lanzadera de 
la carnitina, necesaria para el ingreso de los 
ácidos grasos de cadena larga, desde el citosol 
hasta el interior de la mitocondria donde son 
oxidados. Es una proteína de la membrana 
interna mitocondrial, necesaria para mediar 
el transporte de los ésteres de acilcarnitina 
dentro de la matriz mitocondrial para ser 
intercambiados por carnitina libre (1).

La proteína consta de 301 residuos de 
aminoácidos y es codificada por el gen CACT, 
también conocido como el gen SLC25A20 
(solute carrier family 25, member 20), localizado 
en el cromosoma 3p21.31, el cual consta 
de 9 exones y es ampliamente expresado, 
particularmente en el corazón, el hígado y el 
músculo esquelético (2,3). La deficiencia de 
CACT (OMIM 212138) es uno de los defectos 
más severos de la degradación mitocondrial 
de los ácidos grasos. La patogénesis de este 
desorden es una combinación de la deficiencia 
en la producción de energía por degradación 
mitocondrial de ácidos grasos y la toxicidad 
por acumulación de de acilcarnitinas de cadena 
larga. Usualmente debuta clínicamente durante 
el período neonatal o durante el primer año de 
vida con alta mortalidad. 

Los hallazgos típicos incluyen cardiomiopatía, 
arritmias, disfunción hepática, lesión en músculo 
esquelético, hiperamonemia, hipoglicemia 
hipocetócica y aciduria dicarboxílica, elevación 
sanguínea de las acilcarnitinas de cadena larga y 
deficiencia de carnitina libre. En una proporción 
significativa de casos, se presenta muerte súbita, 
probablemente debido a las arritmias, aunque 
una minoría de casos se presenta de forma tardía, 
con manifestaciones clínicas no tan severas. Sin 
embargo, han sido reportados unos pocos casos 
de pacientes con deficiencia de CACT que han 
sobrevivido por largo tiempo, siguiendo un 
protocolo intensivo de manejo, el cual incluye 
alimentación frecuente o continua con una 

fórmula que provee la mayoría de la grasa de la 
dieta en forma de ácidos grasos de cadena media 
y no de cadena larga (4,5). El presente estudio 
busca analizar la producción de agua tritiada en 
fibroblastos, comparándola con la producción 
de intermediarios por incubación con sustratos 
deuterados como herramienta diagnóstica en 
pacientes con deficiencia de CACT.

MATERIALES Y MÉTODOS

El presente estudio es de tipo experimental. 
El material biológico empleado en este trabajo 
ha sido fibroblastos de tres pacientes con 
deficiencia de CACT. Estas deficiencias 
fueron previamente confirmadas por estudios 
enzimáticos, moleculares o ambos. Como 
controles se utilizaron 20 cultivos diferentes de 
fibroblastos de personas que no presentaban 
deficiencia alguna en la degradación de ácidos 
grasos. El trabajo cumple con los requisitos y 
aprobaciones de los respectivos comités de ética.

Células utilizadas: fibroblastos de pacientes 
y controles (4-20 pasajes) fueron cultivados 
en bicarbonate-HEPES-buffered Eagle’s minimal 
essential médium (MEM), suplementado con 
10% (v/v) newborn calf serum, y 1% (v/v) de 
antibiótico (gentamicina) a 37oC, en estufa con 
5%CO2/95% de aire. Después de alcanzar el 
punto de confluencia (80-100%), las células 
fueron lavadas dos veces con PBS y la solución 
se tripsinizó (1 ml de tripsina-EDTA a 37oC), y 
posteriormente se neutralizó mediante la adición 
de 3-5 ml de MEM (Minimun Esential Medium). 
Las células fueron transferidas y centrifugadas a 
337 X g (5 min, 20oC) en tubos cónicos de 10 ml 
(0,8-1,2 mg proteína), quedando listas para ser 
incubadas en presencia de sustratos tritiados. 
Se utilizó el método de Lowrry et al. (6) para la 
determinación de la proteína.

Preparación de sustratos tritiados :  el 
método utilizado fue el de Manning (6) con 
modificaciones. Para obtener las mezclas 
radioactivas se prepararon las siguientes 
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soluciones: Solución A: ácido palmítico 12,5 
mg/1 ml de etanol al 95% o ácido mirístico 12,5 
mg/1 ml etanol 95%. Solución B: albúmina 25 
mg/ml = 75 mg/30 ml de PBS 1 Reactivo C: ácido 
[9,10)(n)-3H] palmítico (Diluido en tolueno, 50-
62 mCi/mmol, 1 mCi/ml) (Amersham) o ácido 
[9,10)(n)-3H] mirístico (Diluido en tolueno, 
40-60 Ci/mmol, 1mCi/ml) (Amersham). Se 
mezcla en un tubo plástico de 3 ml, 25 µL de A 
+ 3,8 µL de C (3.8 µCi), y el solvente se evapora 
bajo gas nitrógeno. Se agregan 2,5 ml de B y se 
analiza la mezcla en el contador de centelleo 
(LS3801-Beckman), (50 µl de la solución + 10 
ml de líquido de centelleo (Ready Safe). Luego 
la mezcla es puesta en baño de ultrasonido 
durante 15 minutos y se lleva a incubación al 
baño a 37oC durante 40 min, posteriormente se 
coloca nuevamente en el baño de ultrasonido 
durante 30 min, y se centrifuga durante 20 min 
a 5000 rpm. Se traspasa el máximo de volumen 
sobrenadante a otro tubo plástico de 3 ml, y se 
analizan 50 µL de la solución, como se describió 
anteriormente. 

Preparación de columnas de intercambio iónico: 
para esto 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, aproximadamente 
a 3 cm de la punta, y se aísla el cuerpo de la 
pipeta de la punta, mediante la introducción 
de algodón comprimido, tratando de que el 
volumen de algodón ocupe aproximadamente 
1 cm. Se toma aparentemente, igual volumen 
de agua que de resina se lleva a agitación 
suave, y mientras se agita, se toman 2,5 ml y se 
depositan cuidadosamente en la pipeta, habiendo 
previamente humedecido totalmente el algodón 
con agua milli Q para evitar la retención de 
burbujas de aire que puedan posteriormente 
hacer caminos en la resina. Es recomendable 
conservar las pipetas en posición vertical. 
Después de depositar la resina, se debe verificar 
que no queden burbujas de aire y que la pipeta 
no pierda agua, para que la resina permanezca 
hidratada; luego, las columnas pueden ser 
conservadas en refrigeración hasta su uso.

Evaluación de la oxidación de sustratos 
tritiados por los fibroblastos: se toma el pellet 
de células previamente resuspendido en 500 µL 
de PBS 1. Se utilizan bandejas de incubación con 
capacidad para 24 pozos. El blanco contiene 40 
µL (0,05 µCi) de mezcla radioactiva y 160 µL de 
PBS 2, las muestras contienen 60 µL de células 
resuspendidas, 40 µL (0,05 µCi) de mezcla 
radioactiva, y 100 µL de PBS 2. La bandeja se 
envuelve en papel de aluminio y se incuba a 
37oC durante 4 horas en cámara de CO2 5%, 
aire 95%. La reacción se detiene, colocando 
la bandeja en hielo y agregando a cada pozo 
200 µL de TCA 10%. El contenido de los pozos 
se traspasa a tubos para microcentrífuga y se 
centrífuga a 5000 rpm durante 5 min. 360 µL de 
la mezcla son transferidos de nuevo a un tubo 
de microcentrífuga nuevo que contiene 50 µL 
de NaOH 1 M.

Esta mezcla se mantiene en hielo hasta el 
momento de aplicarla a la columna. Para la 
aplicación a la columna de intercambio iónico 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 µL de mezcla 
de reacción a la columna, dejando escurrir 
nuevamente. Para el goteo se lava la columna 
tres veces con 500 µL agua milli Q, recogiendo 
todo el producto del lavado. Se desecha la 
columna y se agrega a cada vial 10 ml de líquido 
de centelleo, agitando fuertemente para su 
posterior análisis. La prueba t de student fue 
utilizada para comparar los valores obtenidos 
de la incubación de fibroblastos controles y los 
de los pacientes que sufren la deficiencia.

Incubación con sustratos deuterados: en el 
segundo grupo de experimentos, como sustrato 
deuterado, fue empleado el ácido2H3-metil-
palmítico (Cambridge Isotope Laboratories). 
Fueron utilizados los siguientes compuestos 
deuterados para la preparación de la curva 
de calibración (Ten Brinx-Free University 
Amsterdam): [8,8,8-d3]octanoil-L-carnitina.HCl, 
[10,10,10-d3]decanoil-L-carnitina.HCl, [12,12,12-
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d3]dodecanoil-L-carnitina.HCl, [14,14,14-d3]
tetradecanoil-L-carnitina.HCl, [16,16,16-d3]
hexadecanoil-L-carnitina.HCl. Como estándar 
interno fue adicionado ácido undecanodióico 
(Fluka), durante el proceso de extracción 
de las muestras. Fibroblastos de pacientes y 
controles (4-20 pasajes) fueron cultivados en 
bicarbonate-HEPES-buffered Eagle’s minimal 
essential médium (MEM), suplementado con 
10% (v/v) newborn calf serum y 1% (v/v) de 
antibiótico (gentamicina) a 37o C, en estufa 
con 5%CO2/95% de aire. Después de alcanzar 
el punto de confluencia (80-100%), las células 
fueron lavadas dos veces con PBS y la solución 
se tripsinizó (1 ml de tripsina-EDTA a 37oC), y 
posteriormente se neutralizó mediante la adición 
de 3-5 ml de MEM (Minimun Esential Medium). 
Las células fueron transferidas y centrifugadas a 
337 X g (5 min, 20oC) en tubos cónicos de 10 ml 
(0,8-1,2 mg proteína), quedando listas para ser 
incubadas en presencia de sustratos deuterados. 
Se utilizó el método de Lowrry y et al. (6) para 
la determinación de la proteína.

Oxidación 2H3-palmítato en fibroblastos: se 
preparó una solución de medio de cultivo con 
una concentración final de 0,15 mM de ácido 16-
2H3 palmítico, 1mM BSA, y 0,2 mM L-carnitina. 
La incubación por los fibroblastos se llevó a 
cabo de la siguiente manera: después de la 
tripsinización, las células fueron resuspendidas 
en MEM enriquecido en frascos falcom de 2,5 
ml (2 frascos por caso). Después de 72 horas de 
incubación, el medio de cultivo fue recogido 
mediante centrifugación y almacenado a –20oC 
hasta su análisis. Las células se resuspendieron 
en 1 ml de PBS1 para proceder a la determinación 
de proteínas. El análisis cuantitativo se basó en 
el método del estándar interno. Se prepararon 
curvas de calibración para los ácidos grasos 
C8, C10, C12, y C14, en un rango de 0 a 150 nM, 
y C16 en un rango de 0-1000 nM, utilizando 
acilcarnitinas deuteradas en el último carbono, 
diluidas en MEM (p< 0,00001 para cada curva 
de calibración).

Análisis de los ácidos grasos deuterados de los 
medios enriquecidos: los análisis de las curvas de 
calibración y de los productos de la incubación 
fueron realizados después de la hidrólisis con 
KOH. Las curvas de calibración se obtuvieron 
mediante el análisis de la regresión lineal, 
representando la relación de concentraciones 
de cada ácido respecto al estándar interno frente 
a la relación de áreas. Las condiciones de la 
cromatografía gas-líquido fueron las siguientes: 
flujo de gas portador (He): 1 ml/min; división de 
flujo: 1:30; tiempo de spitless: 1min 5 segundos; 
temperatura del inyector: 250oC; temperatura 
del horno y programación de temperaturas: T1 
70oC a 6oC/min, T2 250oC a 20oC/min hasta T3 
300oC; volumen de inyección: 1µl; tiempo total: 
38,5 min.

Las condiciones de la espectrometría de masas 
fueron las siguientes: el análisis cualitativo 
se realizó por cromatografía de gases-
espectrometría de masas, con impacto electrónico 
y monitorización selectiva de iones. Para cada 
ácido se monitorizó el ion M+-15, ya que es el 
ion selectivo y uno de los más abundantes; la 
ionización se realizó por impacto electrónico 
a 70 eV y la fuente de iones se mantuvo a una 
temperatura de 200oC. La temperatura del 
analizador fue de 100oC; para la adquisición 
de datos, el instrumento utilizó un scanning 
repetitivo en un rango de 40 a 600 unidades de 
masa atómica. Fue utilizado un cromatógrafo 
de gases 5890 Series II Plus – Espectrómetro de 
masas 5972 Series (Hewlett Packard).

RESULTADOS

La Tabla 1  muestra los valores promedio (5 
determinaciones por cada muestra) para la 
oxidación de palmitato y miristato tritiados 
en nmol/hora/mg proteína y el porcentaje de 
oxidación de los sustratos tritiados por parte de 
los fibroblastos de los pacientes con deficiencia 
de CACT comparados con los controles 
paralelos. Fue encontrada una diferencia 
significativa (P<0,05) al comparar la degradación 
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de palmitato y miristato tritiado entre controles 
y pacientes con esta deficiencia. Se observó más 
deprimida la oxidación de palmitato tritiado 
que la de miristato tritiado. En todas las curvas 
de calibración para sustratos deuterados, se 
obtuvo un coeficiente de correlación superior 
al 0,99. No se obtuvo un perfil característico en 
los cromatogramas en la deficiencia de CACT 

comparado con los controles (Figura 1 ). Los 
valores de esta deficiencia no nos permiten 
diferenciarla con claridad (Tabla 2 ), toda vez que 
los valores obtenidos para los pacientes con la 
deficiencia no son significativamente diferentes 
de los controles y casi todos los valores se 
encuentran incluidos en el rango de máximos y 
mínimos de los mismos.

Tabla 1. Porcentaje de oxidación de [9,103H]-ácidos grasos en pacientes con deficiencia 
de carnitina acilcarnitina translocasa.

Deficiencia n Oxidación
[9,103H]-

palmitato
nmol/hora/mg 

proteina

Oxidación
[9,103H]-miristato

nmol/hora/mg 
proteina

Oxidación
[9,103H]-

palmitato
%

Oxidación
[9,103H]-
miristato

%

Controles 20 4,7 4,4 100 100

CACT 3 1,1 1,3 24 29

Tabla 2. Producción de ácidos grasos deuterados en fibroblastos control y de pacientes con deficiencia de 
carnitina acilcarnitina translocasa , posterior a la incubación con ácido 2H3-palmítico.

Línea 
Celular

Ácidos grasos intermediarios
(nmol/mg proteína/72 h)

C8 C10 C12:1 C12 C14:1 C14 C16:1 C16:OH Total

Controles
Intérvalo

16,7
(5,8-28,6)

10,4
(7,8-14,3)

0,8
(0,3-
1,3)

5,2
(1,0-17,6)

4,1
(2,8-5,7)

9,2
(2,8-25)

16,9
(11,1-28,6) nd 63,3  

(31,6-121,1)

CACT 2,8 11,7 1,5 1,5 8,3 25 16,6 nd 67,5

Abreviaturas: nd, no detectado.
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Figura 1. GC-MS-SIM de la incubación del ácido 2H3-palmítico en fibroblastos control y de pacientes 
con deficiencia de CACT. Están indicados los ácidos grasos deuterados según el número de átomos de 
carbono: C8, octanóico; C10, decanóico; C12:1, dodecenóico; C12, dodecanóico; C14:1, tetradecenóico; 

C14, tetradecanóico; C16, hexadecanóico. IS identifica el estándar interno.

DISCUSIÓN

En el presente estudio se encontró una oxidación 
en general menor del 30% en las deficiencia 
de CACT, (tabla 1), lo que concuerda con 
los resultados obtenidos por Ventura et al. 
(7), quienes encontraron muy deprimida la 
producción de intermediarios estudiando varias 
deficiencias, entre ellas la deficiencia de CACT. 
El coeficiente de variación obtenido al trabajar 
con esta prueba fue similar al obtenido por otros 
(inferior a 5) (8), y al igual que ellos, se encontró 
que se debe trabajar con mezcla radiactiva fresca, 
debido a que inmediatamente después de su 
preparación muestra casi el doble de actividad 
observada en relación con mezclas utilizadas de 
preparación previa (9).

El nivel de intermediarios observados por 
incubación con ácido palmítico deuterado, en 
la deficiencia de CACT, es muy controvertido 
de acuerdo con diferentes autores (10,11). 
Observamos concentraciones de intermediarios 
similares al de los controles en la deficiencia de 
CACT. Algunos autores han reportado una gran 
depresión en la formación de acetilcarnitinas en 
fibroblastos de pacientes con esta deficiencia 
(10), pero nosotros no podemos distinguir con 
significación el perfil de ácidos de esta deficiencia 
respecto a los controles. Nuestros resultados 
para esta deficiencia son similares a los de otros, 
quienes afirman que no es posible distinguirlas 
realizando este tipo de incubaciones (12). 
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Actualmente cobra vigencia el diagnóstico 
en familias sospechosas de la deficiencia 
mediante análisis moleculares que podrían tener 
mayores ventajas sobre los métodos bioquímicos 
aquí planteados, pues el conocimiento de las 
mutaciones que causan la enfermedad hace que 
después de múltiples amplificaciones mediante 
el uso de PCR pueda hacerse determinación de 
estas mediante secuenciación directa de los 9 
exones y de las uniones intrón-exón respectivas 
(13,14,15,16).

CONCLUSIÓN

Se puede concluir que la valoración de agua 
tritiada es un buen método para sugerir una 
deficiencia de CACT. En cambio, no es posible 
establecer la presencia o no de esta deficiencia 
mediante incubación de fibroblastos con ácido 
palmítico deuterado.
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