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CARNITINA LIBRE Y TOTAL
EN SANGRE DE CORDON UMBILICAL

J.H. Osorio"’, M. Pourfarzam’

Recibido: abril 5/2002 — Revisado: septiembre 12/2002 — Aceptado: octubre 10/2002

RESUMEN

Se han encontrado concentraciones anormales
de carnitina en nifios asociadas con deficiencias
primaria y secundaria de carnitina, con disminu-
cién de las concentraciones en sangre y tejidos, asi
como niveles elevados en algunos errores innatos
del metabolismo. El presente estudio tiene como
objetivo la obtencién de valores de referencia para
carnitina libre y total en sangre de cordén um-
bilical, como herramienta en el diagnéstico tem-
prano de errores innatos del metabolismo. Se
analizaron mediante espectrometria de masas en
tindem (MS/MS) 130 muestras de sangre de cor-
dén umbilical de nacimientos con embarazos a tér-
mino y peso normal al nacer (78 nifos y 52 nifias)
de una poblacién colombiana. No se encontré di-
ferencia estadisticamente significativa dependien-
te del sexo del recién nacido. Reportamos valores
de referencia para carnitina libre y total en sangre
de cordén umbilical de 18,5 *3,4 mmol/Ly 20,9
*4,2 mmol/L respectivamente.
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SUMMARY

Abnormal carnitine plasma concentrations have
been found in children associated with primary
and secondary carnitine deficiency, with decreased
concentrations in blood and tissues, as well as
elevated levels in some inherited metabolic diseases.
The objective of the present study is to provide
reference values for free and total carnitine from
umbilical cord blood, as a tool in the early diag-
nosis of inherited metabolic diseases. 130 cord
blood specimens from full-term and normal birth
weight children from a Colombian population (78
boys and 52 girls) were analysed by tandem mass
spectrometry. No statistical significant difference
between sex was found. Reference values for free
and total carnitine in cord blood of 18.5 *£3.4
mmol/L and 20.9 £4.2 mmol/L respectively are
reported.

Key words: carnitine, cord blood, tandem

mass spectrometry.

INTRODUCCION

La obtencién de energia a través de la oxidacién

mitocondrial de dcidos grasos es particularmente
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importante en los primeros dias de vida. La fun-
cién principal de la carnitina (icido b-hidroxi-g-
trimetilaminobutirico) es la de actuar como lan-
zadera de 4cidos grasos de cadena larga activados
desde el citoplasma, al interior de la matriz
mitocondrial para ser degradados en la b-oxida-
cién, y remover del interior de la mitocondria los
acidos grasos de cadena larga, media y corta que
se acumulan como resultado del metabolismo
normal y anormal, manteniendo niveles adecua-
dos de coenzima A (CoA) libre (figura 1). La L-
carnitina interacttia ademds con diferentes tipos
de membranas celulares para cambiar sus propie-

dades fisicoquimicas.'

Esto significa que la carnitina modula la rela-

cién acil-CoA/CoA libre mediante la formacién

de acilcarnitinas. Si las acil-CoA son producidas a
velocidad mayor de la que son utilizadas, el CoA
libre intramitocondrial es regenerado mediante
la unién de carnitina a grupos acilo y la alta rela-

cién de acil-CoA/CoA libre se Corrige.2

La carnitina estd presente en tejidos y fluidos
corporales en forma libre, asi como esterificada
(acilcarnitinas de cardena corta, media y larga), y
la carnitina total consiste en la sumatoria de la
carnitina libre y todas las acilcarnitinas. La L-
carnitina es sintetizada en humanos principalmen-
te en el higado, pero también en rifién y cerebro,
sin embargo el 50% al 75% de los requerimien-
tos diarios son tomados de la dieta.

La determinacién de las concentraciones de

carnitina libre y total en fluidos corporales y
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Figura 1. Ciclo de la carnitina. Abreviaturas: AGL-CL, é4cidos grasos libres de cadena larga; AGL-CM, 4cidos grasos

libres de cadena media; TC, transportador de carnitina; MP, membrana plasmatica; MEM, membrana externa

mitocondrial; MIM, membrana interna mitocondrial; CPT 1, carnitina palmitoil transferasa I; CACT, carnitina

translocasa; CPT II, carnitina palmitoil transferasa II; TCA, ciclo de los é4cidos tricarboxilicos.



tejidos, es de suma importancia en el diagnéstico
temprano y en el seguimiento de pacientes con
errores congénitos que involucran el metabolis-
mo intermediario,’ sin embargo poco se sabe de
la determinacién de valores de referencia de este
pardmetro y otros (acilcarnitinas y aminoécidos)
en sangre de cordén umbilical mediante MS/MS,
como herramienta en el diagnéstico temprano de
metabolopatias. Cabe anotar que para un niimero
significativo de estos desérdenes metabdlicos se
han establecido recientemente tratamientos, me-
jorando el manejo de estos pacientes, previnien-
do complicaciones futuras que pueden incluso

poner en peligro la vida de los mismos.

El presente estudio tiene como objetivo la
obtenci6n de valores de referencia para carnitina
libre y total en sangre de cordén umbilical, como
herramienta en el diagnéstico temprano de erro-

res innatos del metabolismo.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron grado ana-
litico. La L-carnitina fue obtenida de Sigma-
Aldrich Company, Ltd., Poole, UK. El isétopo
estable 2H3—Carnitina tue adquirido de Cambridge
Isotope Laboratories Andover, MA, USA.

Pacientes

Se tomaron muestras de sangre de cordén
umbilical de 130 nacimientos (78 nifios y 52
ninas) producto de embarazos a término, apa-
rentemente sanos para la edad gestacional y peso
dentro de percentiles normales al nacer, en las
salas de parto del Hospital de Caldas en
Manizales (Colombia).

El peso al nacimiento fue de 3 100 = 430 g
(promedio % desviacién estandar), la edad

gestacional fue de 38,3 * 1,2 semanas. Ninguno

de los neonatos tuvo a 1 minuto valores de Apgar
inferiores a 6, a los 10 minutos dichos valores fue-

ron de 9 6 10 en todos los neonatos participantes.

Los neonatos fueron seleccionados previamente
por encuesta a las madres participantes en el estu-
dio, tratando de seleccionar aquellos neonatos que
no presentaran morbilidad por otras variables que
pudieran condicionar los niveles de carnitina en
sangre (bajo peso al nacer, prematuros, otras pa-

tologias asociadas).

Un formato de consentimiento informado es-
crito fue firmado por cada uno de los padres y
toda la informacién se consideré confidencial. El
estudio cumple con las normas establecidas por

los correspondientes comités de ética de la Uni-

versidad de Caldas.

Métodos

Preparacion de tarjetas de papel de
filtro para la determinacion de carnitina

libre y total

Las muestras de sangre fueron centrifugadas
(2 300 g durante 5 min) para separar el plasma.
Un volumen de estdndar interno de 20 mL (300
mmol/L 2HS—Carnitina en 50% metanol:agua) fue
adicionado a 180 mL de plasma. La solucién fue
mezclada, y se dejé en reposo durante 15 min,
para posteriormente dejar caer gotas de la misma
sobre papel de filtro (No. 903, 1,88 mm Schleicher
& Schuell). Las muestras se dejaron secar a tem-

peratura ambiente durante una hora.

Para la determinacién de la carnitina total, se
adicionaron 16 mL de KOH 2 mol/L a 100 mL de
la mezcla plasma-estandar interno, después de mez-
clar y centrifugar, (3 000 g durante 1 min), las
muestras fueron incubadas a 45 °C en un bafio con
agitacién durante 60 min para hidrolizar las
acilcarnitinas. Después de mezclar y centifugar por
segunda vez, se dejaron caer gotas sobre papel de

filtro y se repiti6 el proceso de secado.
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Andlisis de muestras de plasma por MS/MS,
mediante la utilizacién de bandejas de 96 pozos

(microtitre plates)

Las manchas de plasma fueron recortadas del
papel de filtro en circulos (6,35 mm 6 0,25 pul-
gadas de didmetro para cada uno, que correspon-
dena 12 mL de plasma) y se deposit6 un circulo
en cada pozo. A cada uno fue adicionado metanol
puro (500 mL). Las bandejas fueron colocadas en
agitador orbital (750 rpm) durante 30 min y lue-
go sonicadas durante 15 min. Posteriormente fue-
ron agitadas nuevamente durante dos horas. Se
sonicaron por 30 min y el papel de filtro fue re-
movido de cada pozo. El sobrenadante resultante
fue evaporado bajo gas nitrégeno a 45 'C hasta
secarse y se adicionaron 50 mL de HCI butanélico
1 mol/L a cada muestra (cada pozo) e incubados a
60 °C durante 15 min (derivatizacién). Las mues-
tras fueron evaporadas inmediatamente bajo ni-
trégeno y redisueltas en 100 mL (cada una) de
acetonitrilo al 70% en agua para ser inyectadas al
espectrémetro de masas. El estindar interno fue
usado para la cuantificacién de L-carnitina al ana-

lizar la relacién entre las sefiales.

Todos los anélisis fueron realizados en un equi-
po Quattro II, triple quadrupole tandem mass
spectrometer (Micromass UK), equipado con una
fuente de ionizacién en espray (ESI), y sistema de
andlisis datos “micro mass MassLynx”. La intro-
duccién de las muestras a la fuente se hizo me-
diante el dispositivo automatico Jasco AS980 aco-
plado a una bomba Jasco PU980 HPLC.

Se usé la prueba t-student para buscar dife-
rencias estadisticas entre sangre de cordén

umbilical de nifios comparado con nifas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aminodcidos y la glucosa son la principal
fuente de substratos para el metabolismo fetal,

siendo bajo el nivel de oxidacién de 4cidos grasos.4

Durante el periodo previo a la lactancia, el neonato
depende de la movilizacién de glicégeno y
triglicéridos, jugando un papel importante la b-
oxidacién de los dcidos grasos, proceso que re-
quiere carnitina,’ pero las reservas de carnitina
en el neonato son limitadas®’ y su concentracién
es baja probablemente debido a la inmadurez he-
pética para su sintesis;" sin embargo, la distribu-
cién de carnitina libre y de los ésteres de carnitina,
varfan con el estado de ayuno, adiposidad, funcio-

namiento renal, y ejercicio muscular.”"

Los tejidos incluyendo el corazén, cerebro,
miusculo, higado, y rifién, son altamente depen-
dientes de la energia generada por la b-oxidacién,
y por lo tanto es esencial para los tejidos tener un

aporte suficiente de carnitina.

Debido a que sélo rinén e higado poseen la
totalidad de las enzimas para sintetizar carnitina,
12y que la concentracién de carnitina en tejidos
es 20 a 50 veces mayor que en plasma,'"" los te-
jidos dependen de la captacién de carnitina de la
sangre via transporte activo. El transporte activo
est4a ademds involucrado en la reabsorcién tubular
renal,"* y en la absorcién intestinal de carnitina."”
El transportador activo de carnitina (OCTN) el
cual es dependiente de sodio, se encuentra inclui-
do en la familia de transportadores catiénicos
(OCT) y a su vez en la subfamilia OCTN,'® siendo
ampliamente expresado en tejidos humanos como
corazén (miocardio, valvulas y arteriolas), mascu-
lo esquelético, rifién (tdbulos proximales y distales,
glomérulos), placenta, intestino delgado, y algu-
nas dreas cerebrales (corteza, hipocampo,

7880 casionando su déficit. La deficien-

cerebelo),
cia primaria de carnitina, de la cual ya han sido

descritas varias mutaciones.'’

Han sido reportados previamente valores de

1,202 asf como

referencia para carnitina libre y tota
para acilcarnitinas en pacientes pedidtricos y du-
rante el embarazo, en fluidos corporales y tejidos,

Los niveles de carnitina libre y total en sangre de



Carnitina Promedio*SD Referencia
Libre -
Total 21,0 = 2,0 Hahn et al. 1977"
Libre 17,0 = 1,4
Total 22,9 £ 1,5 Bargen-Lockner et al. 1981%°
Libre -
Total 25,1 £ 7,5 Cederbland er al. 1985%
Libre 17,6 = 4,2
Total 29,1 %= 6,0 Winter et al. 1995*
Libre 18,5 = 34
Total 20,9 £ 4,2 Presente estudio

cordén parecen ser bajos en nifios pre-térmi-
no y pequeiios para la edad gestacional, compa-
rados con nifos producto de embarazos a tér-
mino,”’” estando ademas los niveles de carnitina
relacionados con el peso al nacer.” Los valores
para carnitina libre y total que hemos encon-
trado trabajando con MS/MS en plasma de
muestras de sangre de cordén, pueden ser con-
siderados de alguna manera similares a los re-
portados por otros autores (Tabla 1), sin em-
bargo, el uso de MS/MS** constituye una gran
ventaja en cuanto al ahorro de tiempo, canti-
dad de muestras a procesar, rapidez en la ob-
tencién de resultados, automatizacién y preci-

la

concentraciones de carnitina no implica el uso

sién; ademis determinacién de las
de sustratos radioactivos como lo requiere el
ensayo radio-enzimaético, técnica generalmente

utilizada para la medicién de estos pardmetros.”

Este trabajo constituye el primer reporte del
uso de MS/MS automatizado para el andlisis de
muestras de plasma de muestras de sangre de cor-
dén en tarjetas, su utilidad radica en que ante la
sospecha del nacimiento de un producto con pro-
babilidades de sufrir errores congénitos del me-
tabolismo intermediario, la medicién de los nive-
les de carnitina, una de las pruebas basicas para el

diagnéstico temprano de varias metabolopatias,

puede llevarse a cabo con alta precisién y de ma-

nera automatizada.
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