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Resumen

Introducción: la acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD) cataliza la 
primera reacción de la degradación de ácidos grasos de 14 a 24 átomos de carbono. 
Su deficiencia debe ser siempre confirmada por estudios de laboratorio. 

Materiales y métodos: en el presente trabajo, fueron incubados fibroblastos de pacien-
tes que presentaban la deficiencia de VLCAD, en presencia de sustratos tritiados. 

Resultados y discusión: Fue encontrada diferencia significativa (P<0.05) al com-
parar la degradación de palmitato y miristato tritiado entre controles y pacientes con 
deficiencia de VLCAD. Se observó más deprimida la oxidación de miristato tritiado 
que la de palmitato tritiado, pero no fue posible establecer diferencia alguna entre los 
fenotipos relacionados con la deficiencia.

Palabras clave: VLCAD, ácidos grasos, metabolismo

Abreviaturas: VLCAD, Acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga; MCAD, acil-
CoA deshidrogenasa de cadena media; MAD, multiples acil-CoA deshidrogenasas.
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Diagnosis of very-long chain ACYL-COA 

dehydrogenase deficiency using tritiated substrates

Summary
Introduction: very long-chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) is the key enzyme for 
degrading fatty acids with a chain of 14-24 atoms of carbon. It is necessary to confirm 
always this deficiency using laboratory methods. 

Materials and methods: during the present work fibroblasts of patients suffering VL-
CAD deficiency were incubated with tritiated palmitate and miristate. 

Results and discussion : it was found a significant difference (P<0.05) when com-
paring tritiated palmitate and miristate between controls and patients suffering VLCAD 
deficiency. It was observed mores depression for the oxidation of miristate compared 
to palmitate, whoever it was not possible to differentiate the 3 reported phenotypes.
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Introducción

La acil-CoA deshidrogenasa de cadena 
muy larga (VLCAD) es la enzima específica 
para la degradación de acil-CoAs de 14-24 
átomos de carbono y cataliza más del 90% 
de la deshidrogenación del palmitoil-CoA (C16) 
necesario para la producción de energía1. Se 
han reportado 3 fenotipos basados en la clíni-
ca presentada en esta deficiencia: una forma 
infantil severa2, conocida como VLCAD-C por 
presentar cardiomiopatía dilatada; una forma 
de presentación más benigna ocurrida también 
en la niñez3 conocida como VLACD-H carac-
terizada por episodios de hipoglucemia y una 
forma muscular, la cual se manifiesta después 
de la niñez4,5 y que ha sido descrita como VL-
CAD-M en la cual se presentan episodios de 
miopatía con rabdomiólisis6.

En el presente trabajo son presentados los 
hallazgos bioquímicos al incubar fibroblastos 
de seis pacientes que presentaban los tres 
fenotipos, en presencia de ácido palmítico y 
mirístico tritiados.

 

Materiales y métodos

El presente estudio es de tipo experimental. 
El material biológico empleado en el presente 
estudio ha sido fibroblastos de 6 pacientes con 
deficiencia de VLCAD. Esta deficiencia fue 
confirmada por estudios enzimáticos, molecu-
lares, o ambos. Como controles se utilizaron 20 
cultivos diferentes de fibroblastos de personas 
normales. El trabajo cumple con los requisitos 
y aprobaciones de los respectivos comités de 
ética.

Fibroblastos de pacientes y controles (4-20 
pasajes) fueron cultivados en bicarbonate-HE-
PES-buffered Eagle’s minimal essential médium 
(MEM), suplementado con 10% (v/v) newborn 
calf serum, y 1% (v/v) de antibiótico (gentamici-
na) a 370C, 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 370C), y posteriormente 
se neutralizó mediante la adición de 3-5 ml de 
MEM (Minimun Esential Medium). Las células 
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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 y Col.,7 para la 
determinación de la proteína.

El método utilizado fue el de Manning8. Para 
obtener las mezclas radioactivas se prepararan 
las siguientes soluciones: Solución A : Acido pal-
mítico 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 37 0C durante 40 
min, posteriormente se coloca nuevamente en 
el baño de ultrasonido durante 30 min, y se cen-
trifuga 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. 

Para preparar las columnas de intercambio 
iónico 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, aproxi-
madamente 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 aproxi-
madamente 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 depo-
sitan 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. Des-
pués 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 con-
servadas en refrigeración hasta su uso.

Para evaluar la oxidación de sustratos tri-
tiados 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, con-
tiene 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 37 0 C durante 4 horas en cámara de 
CO2 5%, aire 95%. La reacción se detiene, co-
locando la bandeja en hielo y agregando a cada 
pozo 200 μL de TCA 10 %. El contenido de los 
pozos se traspasa al tubo para microcentrífugar 
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 aplicar 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 con-
tenido, aplicando luego cuidadosamente 455 μL 
de mezcla de reacción a la columna, dejando 
escurrir nuevamente. Cuando 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 obteni-
dos de la incubación de fibroblastos controles 
y los de los pacientes que sufren la deficiencia 
de VLCAD.
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Resultados

Durante la realización de los experimentos del 
presente trabajo, cada vez que era preparada 
una nueva mezcla radioactiva se obtenía mucha 
variabilidad en las dpm resultantes, probable-
mente debido a que la unión con la albúmina no 
era muy constante. Este hecho daba lugar a un 
rango de valores control muy amplio. Después de 
estudiar 20 controles, se decidió hacer cálculos 
en función de los controles paralelos, tal como 
lo sugirieron Olpin y colaboradores9 (3 controles 
paralelos como mínimo). La tabla 1 muestra 
los valores promedio (5 determinaciones por 
cada muestra), para la oxidación de palmitato y 
miristato tritiados en nmol/hora/mg proteina y el 
porcentaje de oxidación de los sustratos tritia-
dos por parte de los fibroblatos de los pacientes 
con deficiencia de VLCAD comparados con los 
controles paralelos. Fue encontrada diferencia 
significativa (P<0.05) al comparar la degradación 
de palmitato y miristato tritiado entre controles y 
pacientes con deficiencia de VLCAD. Se observó 
más deprimida la oxidación de miristato tritiado 
que la de palmitato tritiado, pero no fue posible 
establecer diferencia alguna entre los fenotipos 
relacionados con la deficiencia.

Discusión
Los primeros trabajos basados en la me-

dición del 14CO2 liberado por incubación de 

células con [1-14C]ácidos grasos10,11,12 para 
evaluar la oxidación de ácidos grasos fue-
ron poco eficientes debido a que solo una 
pequeña proporción (aproximadamente un 
20%) de los grupos acetilo producidos por la 
ß-oxidación se convierten inmediatamente a 
CO2 , mientras que el remanente se incorpora 
a intermediarios metabólicos no volátiles12. 
Posteriormente Moon y Rhead13, desarro-
llaron un método de valoración de 3H2O en 
fibroblastos con ácidos grasos tritiados. 
Manning y colaboradores8 postularon que 
[9,10)(n)-3H]-miristato posee claras ventajas 
sobre [9,10-3H]-palmitato para la detección 
de transtornos tales como la deficiencia de 
MCAD y las formas leves de la deficiencia 
MAD donde la ß-oxidación se encuentra dete-
nida a nivel de los sustratos con 8 átomos de 
carbono. Por otro lado, estos mismos autores 
demostraron que miristato es menos sensible 
que el palmitato para la detección de defi-
ciencias específicas relacionadas con ácidos 
grasos de cadena larga. Para otros autores14, 
utilizando [9,10-3H]-palmitato, los porcenta-
jes para la deficienia VLCAD oscilaron entre 
10-37%, en nuestro caso, en la deficiencia 
de VLCAD se encuentra mas deprimida la 
oxidación de miristato comparada con la oxi-
dación de palmitato, lo que no concuerda con 
lo enunciado anteriormente (8) y en promedio 
obtuvimos una oxidación de palmitato para 
esta deficiencia en general del 50% lo que 
no concuerda con Nada y colaboradores (15), 

Tabla 1. Oxidación de [9,103H]-ácidos grasos en pacientes con deficiencias de VLCAD

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
VLCAD-C 2 2.3 1.1 48 25
VLCAD-H 2 2.1 1.4 45 30
VLCAD-M 2 2.4 1.2 50 28

Abreviaturas: VLCAD-C, Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga con alteraciones cardíacas; VLCAD-H, Defi-
ciencia de acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga con hipoglicemia, VLCAD-M, Deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa de 
cadena muy larga con alteraciones musculares.
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además encontramos para el miristato una 
degradación cercana solo al 30%, mientras 
que otros autores la encontraron cercana al 
límite inferior de los controles (16), por lo que 
diseñaron la técnica de incubación con ácido 
oleico tritiado para establecer diferencias en 
pacientes con deficiencias VLCAD reportando 
buenos resultados. Las diferencias en nuestro 
estudio pueden ser debidas las modificaciones 
que introducimos, entre otras, la supresión de 
algunos pasos y la reducción del tiempo de 
incubación, ya que encontramos que después 

de 5 horas de incubación, las células no modi-
fican el porcentaje de agua tritiada producida, 
por lo cual las modificaciones introducidas 
reducen el tiempo de ejecución de la técnica 
de 24-36 horas a 6 horas solamente. 

Se puede concluir que la valoración de 
agua tritiada, aunque inespecífico, es un buen 
método para sugerir una deficiencia acil-CoA 
deshidrogenasa de cadena muy larga, sin po-
der hacer diferenciación acerca del fenotipo 
implicado.
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