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RESUMEN
Introducción: la deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD) se ma-
nifiesta en los primeros meses de vida con cardiomiopatía hipertrófica o dilatada y arritmias, 
que pueden llegar a ser letales. 

Objetivo: analizar la producción de metabolitos en fibroblastos de pacientes con deficiencia 
de VLCAD y cardiomiopatía, incubados con ácido oleico deuterado.

Materiales y métodos: se incubaron fibroblastos de cuatro pacientes con deficiencia de 
VLCAD y cardiomiopatía y 10 de controles en presencia de ácido oleico deuterado. 

Resultados y conclusión: en pacientes con esta deficiencia se encontró un perfil característico 
luego de la incubación de los fibroblastos. Esta prueba se podría usar para confirmar in vitro 
la deficiencia de VLCAD con cardiomiopatía.

PALABRAS CLAVE
Ácidos Grasos; Metabolismo; β-Oxidación Mitocondrial

SUMMARY
Study of very long chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) deficiency with cardiomyopa-
thy using a deuterated substrate

Introduction: Deficiency of VLCAD is present in the early months of life, with hypertrophic or 
dilated cardiomyopathy and arrhythmias which may be lethal. 

Objective: To analize the production of metabolites in fibroblasts from patientes with VLCAD 
deficiency and cardiomyopathy incubated with deuterated oleic acid. 

Materials and methods: Fibroblasts from four patients with VLCAD deficiency and cardiomy-
opathy and from ten controls were incubated in the presence of deuterated oleic acid.
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Results and conclusison: A characteristic profile was 
found in the fibroblastos of patients with VLCAD after 
the described incubation. This test could be used to 
confirm VLCAD deficiency with cardiomyopathy.

KEY WORDS
Fatty Acids; Metabolism; Mitochondrial β-Oxidation

RESUMO
Estudo da deficiência de acil-CoA desidrogenase 
de corrente muito longa com cardiomiopatia me-
diante o uso de um substrato deuterado 

Introdução: a deficiência de acil-CoA desidrogenase 
de corrente muito longa (VLCAD) manifesta-se nos pri-
meiros meses de vida com cardiomiopatia hipertrófica 
ou dilatada e arritmias, que podem chegar a ser letais. 

Objetivo: analisar a produção de metabólitos em fibro-
blastos de pacientes com deficiência de VLCAD e car-
diomiopatia, incubados com ácido oleico deuterado.

Materiais e métodos: incubaram-se fibroblastos de 
quatro pacientes com deficiência de VLCAD e car-
diomiopatia e 10 de controles em presença de acido 
oleico deuterado. 

Resultados e conclusão: em pacientes com esta de-
ficiência se encontrou um perfil característico depois 
da encubação dos fibroblastos. Esta prova se poderia 
usar para confirmar in vitro a deficiência de VLCAD 
com cardiomiopatia.

PALAVRAS IMPORTANTES
Ácidos Gordurosos; Metabolismo; β-Oxidação Mito-
condrial

INTRODUCCIÓN
Gran parte del proceso de utilización de los ácidos 
grasos en el organismo, para la obtención de energía, 
depende del ciclo de la carnitina necesario para la in-
troducción de los ácidos grasos de cadena larga a la 
matriz mitocondrial, y de la espiral de la β-oxidación 
mitocondrial, donde se lleva a cabo su degradación 
hasta acetil-CoA, precursora de los cuerpos cetónicos, 
combustible final en los estados de ayuno prolongado y 
en el ejercicio físico (1). De manera global, este proceso 

de oxidación incluye: captación celular de los ácidos 
grasos, activación a ésteres de acil-CoA, transesteri-
ficación a acilcarnitinas, translocación a través de la 
membrana mitocondrial y reesterificación a ésteres de 
acil-CoA para someterse finalmente a la espiral de la 
β-oxidación mitocondrial, un ciclo que incluye cua-
tro etapas (2). En esta espiral se generan acetil-CoA y 
electrones. La acetil-CoA se convierte en el hígado 
en cuerpos cetónicos, o bien se puede oxidar a CO2 
y H2O a través del ciclo de Krebs (ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos). Los electrones se transfieren a flavina 
adenina dinucleótido (FAD) y de ahí a la cadena mi-
tocondrial de transporte electrónico (3). Los errores 
innatos de la oxidación mitocondrial de ácidos grasos 
conforman un grupo de enfermedades de carácter au-
tosómico recesivo de espectro clínico y pronóstico va-
riables, dependiendo del déficit enzimático. Desde su 
primera descripción en 1973, se han informado varios 
de estos defectos incluyendo algunos subtipos (4). El 
primer paso de la oxidación mitocondrial de los ácidos 
grasos necesita varias deshidrogenasas. La acil-CoA 
deshidrogenasa de cadena muy larga es parte esencial 
de la degradación intramitocondrial de ácidos grasos 
de cadena larga y muy larga, es específica para las acil-
CoA de 14-24 átomos de carbono y cataliza más del 90% 
de la deshidrogenación del palmitoil-CoA (C16) (5). El 
gen de la enzima acil-CoA deshidrogenasa de cadena 
muy larga (VLCAD, por su sigla en inglés) se encuen-
tra localizado en el cromosoma 17p13 (5). La enzima 
es un homodímero de 154-Kda y su cDNA consta de 
una región de 2.177 bp que codifica para un péptido 
líder de 40 aminoácidos y un polipéptido maduro de 
615 aminoácidos, para un total de 655 aminoácidos 
en la proteína entera (6). Con base en la clínica que se 
presenta en la deficiencia de VLCAD, se han informado 
tres fenotipos: una forma infantil grave (7), una de 
presentación más benigna, que también aparece en la 
niñez (8) y una muscular, que se manifiesta después de 
la niñez (9). Más recientemente estas variantes han sido 
designadas en su orden como VLCAD-C, por presen-
tar cardiomiopatía dilatada; VLCAD-H, caracterizada 
por episodios de hipoglicemia, y VLCAD-M en la que 
se presentan episodios de miopatía con rabdomiólisis 
(10). Los estudios bioquímicos son fundamentales en 
el diagnóstico de la deficiencia de VLCAD. Luego de 
la oxidación mitocondrial de ácidos grasos, los tioés-
teres Acil-CoA que se forman quedan confinados en la 
mitocondria debido a su incapacidad para atravesar la 
membrana mitocondrial, mientras que las acilcarnitinas 
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producidas pueden salir de la mitocondria y acumular-
se en el medio de cultivo (11). A partir de ese concepto, 
Nada y colaboradores (12) diseñaron un método para 
el diagnóstico de las deficiencias de la β-oxidación 
mitocondrial de los ácidos grasos, mediante la incu-
bación de fibroblastos con ácido linoleico deuterado 
([17,17,18,18-2H4]-9,12-octadecadienoico), en presen-
cia de L-carnitina, y utilizando espectrometrometría de 
masas en tándem, para medir las acilcarnitinas deute-
radas en el medio de cultivo. Otros han diseñado téc-
nicas que determinan las acilcarnitinas en medios de 
cultivo de fibroblastos por cromatografía de gases aco-
plada a espectrometría de masas con monitorización 
selectiva de un ion (GC-CI-MS y GC-MS) (13). En este 
trabajo se presentan los resultados de la incubación de 
fibroblastos con ácido oleico deuterado, detectando 
metabolitos por cromatografía de gases acoplada a es-
pectrometría de masas, en pacientes que sufren VLCAD 
caracterizada por cardiomiopatía dilatada. 

MATERIALES Y MÉTODOS
El presente estudio fue de tipo experimental. El ma-
terial biológico empleado lo constituyeron diez cul-
tivos diferentes de fibroblastos normales y cuatro de 
pacientes con diagnóstico confirmado de deficiencia 
de VLCAD que presentaban cardiomiopatía. Esta de-
ficiencia se confirmó por estudios enzimáticos, mo-
leculares o ambos. Como sustrato se empleó el ácido 
oleico deuterado (Cambridge Isotope Laboratories). 
Se utilizaron los siguientes compuestos deuterados 
para preparar la curva de calibración [8,8,8-d3]oc-
tanoil- L-carnitina.HCl, [10,10,10-d3]decanoil-L-car-
nitina.HCl, [12,12,12-d3]dodecanoil-L-carnitina.HCl, 
[14,14,14-d3] tetradecanoil-L-carnitina.HCl, [16,16,16-d3] 
hexadecanoil- L-carnitina.HCl (Ten Brinx-Free Univer-
sity Amsterdam). Como estándar interno durante el 
proceso de extracción de las muestras se adicionó 
ácido undecanodioico (Fluka). 

Cultivo de fibroblastos Se cultivaron los fibroblastos 
(4-20 pasajes) en un medio similar al basal de Eagle 
con bicarbonato y HEPES (4-[2-hidroxietil]-1-ácido 
piperazinaetano sulfúrico), MEM (medio mínimo 
esencial), suplementado con suero de bovino recién 
nacido al 10% (v/v) y gentamicina al 1% (v/v) a 37 °C, 
en estufa con 5% de CO2 y 95% de aire. Después de al-
canzar el punto de confluencia (80%-100%), se lavaron 

las células dos veces con buffer fosfato salino (PBS), la 
solución se tripsinizó (1 mL de tripsina-EDTA a 37 °C), 
y posteriormente se neutralizó mediante la adición de 
3-5 mL de MEM. Las células se transfirieron a tubos 
cónicos de 10 mL (0,8-1,2 mg de proteína) y se cen-
trifugaron a 337Xg (5 min, 20 oC); así quedaron listas 
para la incubación en presencia de los sustratos deu-
terados. Para la determinación de proteínas se utilizó 
el método de Lowry y colaboradores (14). 

Oxidación del ácido oleico deuterado en los 
fibroblastos 
Se utilizó la técnica diseñada por Osorio y colabora-
dores (15): se preparó una solución de medio de culti-
vo con una concentración final de 0,15 mM de ácido 
oleico deuterado, 1mM de albúmina de suero de 
bovino (BSA, por su sigla en inglés) y L-carnitina 0,2 
mM. La incubación de los fibroblastos se llevó a cabo 
de la siguiente manera: después de la tripsinización, 
fueron resuspendidos en MEM enriquecido en frascos 
falcom de 2,5 mL (2 frascos por caso). Después de 72 
h de incubación, se recogió el medio de cultivo me-
diante centrifugación y se lo almacenó a -20 °C 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 están-
dar 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 0-1.000 nM, utilizando 
acilcarnitinas deuteradas en el último carbono, dilui-
das en MEM (p < 0,00001 para cada curva de calibra-
ción). El análisis de los ácidos grasos de los medios 
enriquecidos (curvas de calibración y productos de la 
incubación) se hizo después de la hidrólisis con KOH. 
Las curvas de calibración se obtuvieron mediante el 
análisis de regresión lineal, representando la relación 
de concentraciones de cada ácido respecto al estándar 
interno frente a la relación de áreas. 

Condiciones de la cromatografía gas-líquido 
Flujo de gas portador (He): 1 mL/min; división de flu-
jo: 1:30; tiempo de inyección: 1 min 5 segundos; tem-
peratura del inyector: 250 °C; temperatura del horno 
y programación de temperaturas: T1 70 °C a 6 °C/min; 
T2 250 °C a 20 °C/min hasta T3 300 °C; volumen de 
inyección: 1 mL; tiempo total: 38,5 min. Las siguientes 
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fueron las condiciones de la espectrometría de masas: 
el análisis cualitativo se efectuó por cromatografía de 
gases-espectrometría de masas, con impacto electró-
nico y monitorización selectiva de iones. Para cada 
ácido se monitorizó el ion M+-15, porque es el ion 
selectivo y uno de los más abundantes; la ionización 
se llevó a cabo por impacto electrónico 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 adquisición de datos, el instrumento utilizó un 
scanning repetitivo en un rango de 40 a 600 unidades 
de masa atómica. Se utilizó un cromatógrafo de gases 
5890 Series II Plus (espectrómetro de masas Hewlett 
Packard serie 5972, Palo Alto, CA, año 2000). 

El manejo de datos se hizo utilizando Microsoft Excel 
y Minitab Statistical Software.

El presente estudio se considera sin riesgo, de acuerdo 
con el artículo 11 literal a de la Resolución 8430 de 1993 
del Ministerio de Salud (Normas Científicas, Técnicas, 
y Administrativas para la Investigación en Salud). El 

trabajo fue aprobado por el respectivo comité de ética 
y los pacientes firmaron el consentimiento informado.

RESULTADOS
En todas las curvas de calibración se obtuvo un co-
eficiente de correlación superior al 0,99. La figura 1 
muestra el cromatograma GC-MS-SIM de ácidos gra-
sos en fibroblastos incubados con ácido 2-oleico deu-
terado. Los ácidos grasos saturados no deuterados 
corresponden a la oxidación del ácido palmítico del 
medio de cultivo. Se observaron solamente los meta-
bolitos deuterados de 12, 14 y 16 átomos de carbono 
(D2C12:1), (D2C14:1) (D2C16:1), respectivamente, pro-
ducto de la degradación del ácido oleico deuterado. 
La tabla1 muestra las concentraciones observadas para 
los diferentes ácidos grasos deuterados. Con el análisis 
estadístico mediante la prueba t de Student se encontró 
diferencia significativa (p < 0,05) entre los datos de los 
pacientes y los de los controles, para los ácidos grasos 
deuterados de 14 y 16 átomos de carbono.

Figura 1. GC-MS-SIM de la incubación del ácido 2-oleico deuterado en fibroblastos control y de pacientes con deficiencia VLCAD-C. Están indicados 
los ácidos grasos del medio de cultivo, según el número de átomos de carbono. C8: octanoico; C10: decanoico; C12:1: dodecenoico; C12: dodecanoico; C14:1: 
tetradecenoico; C14: tetradecanoico; C16: hexadecanoico; OH-C16:0: hidroxihexadecanoico; así como los ácidos grasos deuterados, de 12 átomos de carbono 
(D2C12:1) dodecenoico; 14 átomos de carbono (D2C14:1) tetradecenoico deuterado; y 16 átomos de carbono (D2C16:1) hexadecenoico deuterado, producto de la 
degradación del ácido oleico deuterado. IS identifica el estándar interno
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DISCUSIÓN
En los pacientes con deficiencia de VLCAD y car-
diomiopatía se pueden observar arritmias, a veces 
letales, así como taquicardia ventricular, fibrilación 
ventricular y bloqueos auriculoventriculares (16). 
Aunque la morbilidad resultante de la cardiomio-
patía puede ser grave, la disfunción cardíaca es re-
versible con cuidado intensivo y soporte temprano, 
mediante la modificación de la dieta, evitando en 
estos pacientes la degradación de ácidos grasos de 
cadena larga y muy larga (17). En el análisis de los 
ácidos grasos libres en el plasma de estos pacien-
tes por cromatografía de gases, se pueden observar, 
además, niveles elevados de C14n-9 (18); niveles ele-
vados de ácidos dicarboxílicos desde C6 hasta C14 
en el análisis de ácidos orgánicos en orina, por es-
pectrometría de gases acoplada a espectrometría de 
masas (19); y niveles altos de las acilcarnitinas C14:1, 
C14, C16 en el análisis de sangre por espectrometría 
de masas en tándem (20). En biopsias de músculo de 
estos pacientes, el análisis por inmunohistoquímica 
para la enzima VLCAD muestra cantidades bajas de 
la enzima y de su actividad (21). La VLCAD es espe-
cífica para la degradación de la acil-CoA de 14-24 
átomos de carbono (22) y cataliza más del 90% de 
la deshidrogenación del palmitoil-CoA (C16) intra-
mitocondrial (23,24). Esta enzima es considerada 
un paso limitante en la oxidación de ácidos grasos 
de cadena larga (25). Por diferentes métodos se ha 
estudiado ampliamente la detección de metabolitos 
intermediarios de la β-oxidación mitocondrial de los 
ácidos grasos (26-28), y la espectrometría de masas 

en tándem sigue siendo el método más efectivo para 
detectar alteraciones en esta vía metabólica (29). Sin 
embargo, es una técnica que no está disponible en 
muchos laboratorios, por lo cual se deben buscar al-
ternativas. Se ha documentado plenamente el uso de 
fibroblastos para el análisis del funcionamiento de la 
β-oxidación mitocondrial de los ácidos grasos, me-
diante la incubación con diferentes sustratos (30,31). 
En el presente estudio se encontró un perfil con in-
cremento en los niveles de varios ácidos grasos deu-
terados luego de incubar fibroblastos de pacientes 
con deficiencia de VLCAD-C con cardiomiopatía en 
presencia de ácido oleico deuterado, principalmen-
te metabolitos de 14 (D2C14:1) y 16 (D2C16:1) átomos 
de carbono. Estos resultados refuerzan el diagnósti-
co, toda vez que en otros estudios in vitro de esta 
deficiencia se han encontrado elevados los niveles 
de estos metabolitos al incubar los fibroblastos con 
ácido palmítico deuterado (32).

CONCLUSIÓN
En el presente estudio se analizó la oxidación del áci-
do oleico deuterado en fibroblastos de pacientes con 
deficiencia de VLCAD y cardiomiopatía, buscando 
una herramienta diagnóstica para esta alteración me-
tabólica. Se encontraron niveles significativamente 
altos de ácidos grasos de 14 y 16 átomos de carbono: 
D2C14:1 y 16 D2C16:1, respectivamente. Es posible 
entonces utilizar este método para confirmar in vitro 
esta deficiencia y establecer un tratamiento temprano 
que busque reversar la cardiomiopatía.

Tabla 1. Producción de ácidos grasos deuterados en fibroblastos control y de pacientes  
con deficiencia de VLCAD-C incubados con ácido oleico deuterado

Ácidos grasos
intermediarios

(nmol/mg proteína/72 h)

Promedio
controles

Intervalo
controles

Promedio
VLCAD-C  p < 0,05

 D2C12:1  3,6 2,8-4,2  1,8  –

 D2C14:1  2,9 1,9-5,1  16,8 0,0122

 D2C16:1  3,2 2,5-3,8  18,2 0,0231

Ácidos grasos deuterados de 12 átomos de carbono (D2C12:1) dodecenoico deuterado; de 14 átomos de carbono (D2C14:1) tetradecenoico duterado; de 
16 átomos de carbono (D2C16:1) hexadecenoico deuterado, producto de la degradación del ácido oleico deuterado
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