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Determinacion de acidos grasos de cadena muy larga en suero por cromatogra-
fia gaseosa acoplada a la espectrometria de masas.

Determination of long-chain fatty acids in serum by gas chromatography cou-
pled to mass spectrometry.

Lauro Nuevas Paz," Ivette Camayd Viera."

Resumen

La cuantificacion de los acidos grasos de cadena muy larga
es fundamental en el diagnostico de varias enfermedades
peroxisomales, en particular de aquellas donde se afecta la
[-oxidacion peroxisomal de los acidos grasos. En este tra-
bajo se describe la implementacion de un método analitico
para la determinacion de estos marcadores en suero por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de ma-
sas. Ademas, se analizaron muestras de pacientes con im-
presion diagnostica de adrenoleucodistrofia ligada al cro-
mosoma X. Se obtuvieron las condiciones experimentales
adecuadas para la separacion y cuantificacion de los acidos
grasos C22:0, C24:0 y C26:0 en suero, que son marcadores
bioquimicos de varias de enfermedades peroxisomales. La
aplicacion de este método permitié confirmar el diagnosti-
co de tres pacientes con impresion diagnostica de adreno-
leucodistrofia ligada al cromosoma X y su aplicacion en la
practica permitira al sistema cubano de salud contar con
un nuevo parametro de laboratorio en el diagndstico de las
enfermedades peroxisomales.

Palabras clave: Adrenoleucodistrofia, acidos grasos de
cadena muy larga, diagnostico, cromatografia gaseosa, es-
pectrometria de masas.

Abstract

The quantification of long-chain fatty acids is fundamental
for the diagnosis of several peroxisome disorders, particu-
larly those in which the B-oxidation peroxisome of fatty
acids is affected. In this work the implementation of an
analytical method for the determination of these markers in
serum by gas chromatography coupled to mass spectrome-
try is described. Besides, samples from patients with a diag-
nostic impression of adrenoleukodystrophy linked to the X
chromosome were analyzed. The necessary experimental
conditions were achieved for the separation and quantifica-
tion of C22:0, C24:0 and C26:0 fatty acids in serum, which
are biochemical markers of various peroxisome diseases.
The application of this method allowed confirming the
diagnosis of three patients with a diagnostic impression of
adrenoleukodystrophy linked to the X chromosome. The
application of the method in daily practice will allow the
Cuban medical system to count on a new laboratory para-
meter for the diagnosis of peroxisome disorders.

Keywords: Adrenoleukodystrophy, long-chain fatty acids,
diagnosis, gas chromatography, mass spectrometry.
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Introduccion

Los peroxisomas son organelos presentes en las células
eucariotas esenciales en varios procesos metabdlicos;
entre ellos la catalisis de las reacciones de la
B-oxidacion de los acidos grasos saturados de cadena
muy larga (AGCML), los 4cidos grasos ramificados
y los acidos biliares.! En la actualidad se conocen
17 errores innatos del metabolismo peroxisomal
que se agrupan en dos grupos fundamentales: (1) los
trastornos de la biogénesis de los peroxisomas, con
ausencia de estos organelos y disfuncion de varias
enzimas; y (2) los defectos monoenzimaticos, con
peroxisomas normales y deficiencia de una enzima
peroxisomal unica.

La adrenoleucodistrofia, (ALD-X, MIM 300100)>
con un patron de herencia ligado al cromosoma X,
es la enfermedad peroxisomal més frecuente. En este
sentido, se estima que la prevalencia de la ALD-X es
de 3,5/100 000° y la incidencia de 1/17 000 recién
nacidos.* La ALD-X se produce por mutaciones en
el gen ABCDI, que codifica para una proteina que
participa en el transporte de los esqueletos carbonados
durante la oxidacion peroxisomal de los AGCML.!
Segun la X-linked Adrenoleukodystrophy Database
(http://www.x-ald.nl)’ se han descrito mas de 1 500
mutaciones en ABCDI, el 44 % son no recurrentes y
mas del 75 % de ellas afecta la sintesis de la proteina.
La ALD es variable desde el punto de vista clinico, y
es posible encontrar fenotipos distintos incluso dentro
de la misma familia.®

Las variantes clinicas mas frecuentes en varones son
la forma cerebral infantil (35-40 % de los individuos
afectados), la adrenomieloneuropatia (40-45 %) y la
enfermedad de Addison (10 %); ademas, entre un 20
y un 50 % de las mujeres heterocigotas presenta una
mieloneuropatia de moderada a severa que se asemeja
a una adrenomieloneuropatia, y su aparicion se ha
relacionado con el envejecimiento.’

La forma cerebral infantil y la juvenil son las mas
severas, conun desarrollo normal en edades tempranas
y una degeneracion rapida a un estado vegetativo.® En
estos casos en particular se recomienda el trasplante
de progenitores hematopoyéticos, que puede detener
la diesmelinizacion si se realiza en estadios iniciales,
pero no es eficaz si la enfermedad esta avanzada.*!°
Ademads, hay tres casos de ALD-X que han sido
tratados exitosamente con terapia génica.!! Los
resultados del tratamiento son tan alentadores que
se han desarrollado métodos para el diagnostico de
ALD-X en muestras de sangre seca en papel de filtro,
para su pesquisa neonatal masiva.'>!*

El diagnoéstico de las enfermedades peroxisomales
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se realiza a través de algoritmos complejos que
implican el uso de datos clinicos, los niveles de
acidos grasos saturados de cadena muy larga
(AGCML) y otros marcadores bioquimicos, estudios
enzimaticos en cultivos de fibroblastos y pruebas de
genética molecular.” Los AGCML de 24 a 26 atomos
de carbono aumentan en todas las enfermedades
peroxisomales, excepto en aquellas donde no se afecta
la B-oxidacion peroxisomal de los acidos grasos; por
tanto, su cuantificacion se encuentra entre los analisis
de laboratorio de primera linea cuando se sospecha
de una enfermedad peroxisomal. En el caso particular
de la ALD-X, el 100 % de los varones afectados y el
85 % de las mujeres portadoras presentan AGCML
elevados en plasma.!'®®

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de un
método analitico para cuantificar acido docosandico
(C22:0), tetracosandico (C24:0), y hexacosanoico
(C26:0); y suaplicacion en el diagnodstico de pacientes
cubanos con impresion diagndstica de forma cerebral
de ALD-X.

Métodos

Reactivos

El cloroformo, metanol, n-hexano y el cloruro de
acetilo fueron suministrados por Merck. Los patrones
de referencia de los esteres metilicos de los acidos
grasos nonadecanoico (C19:0), docosandico (C22:0),
tetracosandico (C24:0), hexacosanodico (C26:0) y
heptacosanoico (C27:0) todos con una pureza minima
de 99 % fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

Pacientes y controles

Se utilizaron como control negativo veinte muestras
de suero de donantes adultos voluntarios sin trastornos
metabolicos o nutricionales aparentes. Se analizaron
ademas muestras de ocho pacientes con impresion
diagnodstica de ALD-X en su forma cerebral infantil,
remitidos por especialistas de genética y neurologia
del Hospital Pediatrico Juan Manuel Marquez de La
Habana, del Instituto de Neurologia y Neurocirugia y
del Centro Provincial de Genética de Holguin.

En todos los casos, se pidid el consentimiento
informado a los pacientes o sus tutores legales, asi
como a los individuos que participaron como controles
negativos.

Obtencion de las muestras

Las muestras de suero se obtuvieron por venopuncion,
en tubos sin anticoagulantes, en controles y pacientes
con un ayuno superior a las seis horas. El suero
se obtuvo por centrifugacion a 2 000 g durante 10



minutos y las muestras de suero se conservaron a -20
°C hasta su procesamiento y analisis.

Preparacion de las muestras

Las muestras de los pacientes con sospecha clinica
de ADL-X, de los controles negativos y los patrones
de referencia se prepararon de acuerdo con el
procedimiento descrito por Moser y cols."’

Condiciones de analisis

La determinacion de AGCML se realizd6 en un
cromatografo gaseoso acoplado a un espectrometro
de masas Shimadzu modelo QP2010S. La separacion
cromatografica de los esteres metilicos de los acidos
grasos se llevo a cabo en una columna DB-5 MS de
30 metros de largo y 1 um de espesor de fase. Como
gas portador se utilizé helio a un flujo de 1 mL/min.
El gradiente de temperatura utilizado fue el siguiente:
0-5 min 150 °C, 5-20 min 150-280 °C, de 20-30 min
280-320 °C. Los tiempos de retencion y los espectros
de masa de cada marcador se obtuvieron a partir
de los patrones comerciales. La adquisicion de los
cromatogramas y de los espectros de masas se realizo
utilizando el modo SCAN en un intervalo de masas
de 50 a 700 u.m.a.

Validacion del método

Especificidad

Para garantizar la especificidad del método se empled
el monitoreo selectivo de iones (SIM). Se analizaron
por CG capilar, en las condiciones propuestas
para el método, los patrones de cada uno de los
esteres metilicos de los acidos grasos estudiados y
se obtuvieron sus espectros de masa y tiempos de
retencion.

Aplicabilidad del sistema

Se realizaron seis réplicas de inyeccion de una muestra
de suero con concentraciones conocidas de cada uno
de los acidos grasos estudiados preparada de acuerdo
con la metodologia de preparacion de las muestras. A
partir de los cromatogramas obtenidos, se determind
la repetibilidad de la inyeccion, dada por el CV (%)
de la determinacion cuantitativa (n = 6), la que debia
ser < 0,5 %.

Linealidad

El estudio de linealidad se realizd en el intervalo
14-120 nmol/L de C22:0; 10-130 nmol/L de C24:0
y 1-10 nmol/L. de C26:0. Para ello se prepararon 6
concentraciones de cada patrén por dilucion seriada
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de las soluciones de los patrones en la matriz de
suero. En cada caso se obtuvo el area del pico del
marcador de interés y del patron interno (C27:0). Se
calculo la relacion de areas y la media, la desviacion
estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV) para
cada concentracion. Los parametros de la recta —
valores estimados de la pendiente (b) y del intercepto
(a), sus significaciones estadisticas, la varianza
residual constante y los coeficientes de correlacion
(r) y determinacion (r?), se determinaron a través del
programa estadistico STATGRAPHICS. Se realizo
un analisis de homogeneidad de varianza prueba G
de Cochram para determinar el tipo de regresion a
emplear. Como criterios de linealidad se consideraron
el coeficiente de correlacion (r) > 0,99, el coeficiente
de variacion de los factores de respuesta < 5 %, la
desviacion estandar relativa de la pendiente < 2 %,
y el cero incluido en los limites de confianza del
intercepto para un 95 % de confiabilidad.

Precision

Se analizaron nueve réplicas de la matriz de suero con
una concentracion conocida de cada uno de los acidos
grasos estudiados y se le determind la concentracion,
por el mismo técnico, en el mismo dia y equipo. El
resultado se expresdé como coeficiente de variacion
(CV). Se determinaron ademas los limites de confianza
de la concentracion para una probabilidad de 95 %.

Exactitud
El estudio de exactitud se determind a partir del
recobrado de los acidos grasos C22:0, C24:0, C26:0y
el acido heptacosandico (C27:0), que se utilizé como
patron interno. Se prepard una matriz de suero a
partir de los controles negativos. Se procesaron nueve
réplicas de esta matriz a 40 pg/mL de cada uno de
los acidos estudiados y se usaron como blanco otras
nueve alicuotas de suero, pero sin la adicion de las
sustancias de referencia. Se prepararon ademas nueve
réplicas de disoluciones en n-hexano de los patrones
a esta misma concentracion. El recobrado se obtuvo
segun: R(%) = Ai - Ab *100

Ar
donde R (%) es el porcentaje de recobrado; mientras
que Ai, Ab y Ar representan las areas del pico
cromatografico de la réplica, el blanco o la disolucion
en n-hexano correspondientes a cada patron,
respectivamente. El recobrado obtenido en cada
punto se comparé con el 100 % mediante la prueba t
de Student para un 95 % de confianza.
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Resultados y Discusion
Especificidad del método
Los espectros de masa de los AGCML, adquiridos
en modo SCAN una vez metilados los patrones,
permitié comprobar que coincidian con los descritos

en las bases de datos de espectrometria de masas por
ionizacion electronica, lo cual a su vez indica que
el proceso de derivatizacion fue satisfactorio. La
seleccion de los iones se realizé de acuerdo con los
espectros de masa de cada compuesto (Figura 1).

Figura 1. Espectros de masas de los acidos grasos acidos docosanoico (A), tetracosanoico (B), hexacosanoico

(C) y heptacosandico (D).
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Ladetecciondelosacidos C22:0,C24:0,C26:0yC27:0
se realizo a partir del monitoreo de iones m/z=340, m/
7=368, m/z=382 y m/z=410, respectivamente. Estos
iones corresponden con la pérdida de un grupo metilo
y son especificos para cada compuesto. Ademas, se
monitorearon los iones de m/z=74 y m/z=87 debido a
que estan presentes en el patron de fragmentacion de
cada uno de los esteres metilicos de los acidos grasos
estudiados (Figura 1). Esta seleccion hace atin mas
especifico al método cromatografico ya que solamente
va a detectar en la muestra los acidos grasos de interés
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y se evita la posible interferencia de los compuestos
endogenos que puedan coeluir con cada uno de los
compuestos estudiados.

En el analisis cromatografico, las condiciones de
analisis descritas permitieron caracterizar cada patron
segun su tiempo de retencion (¢r). Los ¢ fueron de
13,23; 14,08; 15,01 y 15,95 minutos para C22:0,
C24:0, C26:0 y C27:0 respectivamente, lo cual
evidencia que bajo estas condiciones de analisis los
acidos grasos estudiados se separan adecuadamente

(Figura 2).
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Figura 2. Perfil de 4cidos grasos de un control negativo.
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El procesamiento de los controles negativos permitio
detectar niveles endogenos de C22:0 y C24:0 en modo
SCAN; pero no se detectd el C26:0 debido a la baja
concentracion en que este se encuentra en la muestra.
No obstante, la adquisicion en modo SIM permitié
cuantificar a C26:0 en los controles negativos; por
tanto, la adquisiciéon de los datos en modo SIM
bajo las condiciones descritas permitié una mayor
sensibilidad y especificidad en la cuantificacion, a
partir de la medicion de los iones especificos para
cada compuesto.

Aplicabilidad del sistema

El CV de la determinacion cuantitativa (0,16 %)
cumplié con el limite establecido (0,5 %), por lo
que el sistema se encontraba en condiciones de ser
utilizado para la realizacion el resto de los ensayos

Linealidad del método

Los parametros de la ecuacion de regresion (y = mx+
b) obtenida en el ensayo de linealidad para cada uno
de los acidos grasos estudiados se muestran en la
tabla 1. Los intervalos de confianza (IC) de cada uno
de los parametros se calcularon para una probabilidad

(p) de 0,05.

Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad para los
acidos estudiados.

Acido graso m (zIC) b(=IC) r

(C22:0) 0,0086 (£0,0004)  0,0005(x0,0009)  0,9995
(C24:0) 0,58 (£0,09) 0,0513(£0,065)  0,9986
(C26:0) 0,0084 (£0,0005)  0,0003(x0,0005)  0,9978

El coeficiente de correlacion fue de 0,999, lo que
indico la existencia de una correlacion positiva con

una probabilidad superior al 99,9 %. En la prueba
de linealidad se encontré que el CV de los factores
de respuesta y de la pendiente, fueron menores
que los limites de aceptacion establecidos (5 %)
para cada acido graso estudiado.?® En la prueba de
proporcionalidad se pudo comprobar que no existia
sesgo, pues el intervalo de confianza del intercepto
incluye el cero en todos los casos, por lo que se puede
afirmar que el método es lineal y proporcional en todo
el intervalo de concentraciones estudiado para cada
uno de los acidos grasos.

El error de estimacion del método, calculado partir de
los factores de respuesta para cada uno de los acidos
grasos estudiados, fue de 4,65 %, es decir, inferior al
5 %. Asimismo, se determind que la concentracion
de los acidos grasos en la muestra no influye en la
variabilidad de los resultados mediante un analisis de
homogeneidad de varianza, realizado a partir de la
prueba G de Cochram (G < G,

Precision

En el estudio de precision intermedia realizado para
las concentraciones estudiadas, el error relativo global
de la determinacion fue de 3,5 % para el C22:0;
4,1 % para el C24:0 y 5,6 % para el C26:0. Estos
resultados son satisfactorios si se tiene en cuenta que
se esta trabajando en concentraciones en el orden de
los pg/L, para las cuales se aceptan errores relativos
globales menores del 15 %.%!

Exactitud

En el ensayo de recobrado no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras cargadas con cada uno de los acidos grasos
estudiados y las muestras placebo. Para todos los
acidos grasos el valor de recobrado se encuentra
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dentro del intervalo de 90-110 %, valores que se
consideran satisfactorios.?’

Aplicacion

Teniendo en cuenta los resultados alcanzados, el
método fue aplicado en muestras de suero de pacientes
cubanos con impresion diagnostica de ALD-X. Todos
los casos mostraban cuadros neurodegenerativos y una
RMN que sugiere alteraciones en la sustancia blanca
del sistema nervioso central. Tres de los varones
estudiados mostraron valores de concentracion de
AGCML que sugieren una ADL-X. A modo de

ejemplo, en la figura 3, se muestra el cromatograma
de un paciente con sospecha clinica de ADL-X.

En la figura 3 se observa claramente la presencia de
los acidos grasos C22:0, C24:0 y C26:0, a diferencia
del cromatograma del control negativo (Figura 2)
para el que no se aprecia la presencia del C26:0. La
relacion de concentracion entre los acidos C24:0 y
C26:0 con respecto a C22:0 paciente fue de 1,86 y
0,09 respectivamente. Estos valores se encuentran
dentro del intervalo descrito en individuos afectados
con ADL-X (Tabla 2).2

Figura 3. Cromatograma correspondiente a un paciente con sospecha clinica de ADL-X.
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Tabla 2. Valores de referencia de la relacion de concentraciones entre los dcidos C24:0 y C26:0 con respecto

a C22:0.8
AGCML Normal Hombres con X-ALD Portadoras obligadas
C26:0pg/mL 1 0,23+0,09 1,30+0,45 0,68+0,29
C24:0/C22:02 0,84+0,10 1,71£0,23 1,30+0,19
C26:0/C22:0 2 0,01+0,004 0,07+0,03 0,04-+0,02

La aplicacion del método que se describe para la
cuantificacion de AGCML permitié diagnosticar
tres casos positivos, todos varones. El motivo de
indicacion de los tres pacientes referia cuadros
neurodegenerativos, compromiso de la sustancia
blanca en los estudios de RMN y niveles disminuidos
de cortisol, elementos caracteristicos de la forma
cerebral de la ALD-X. Aunque los AGCML aumentan
en otras enfermedades peroxisomales, estas tienen
cuadros clinicos diferentes a la ALD-X. Por tanto, el
aumento de los niveles de AGCML en estos pacientes
sugiere que padecen la enfermedad.

Los niveles de AGCML pueden variar en dependencia
de la dietay proporcionar falsos negativos en pacientes
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afectados.?* En consecuencia, para el diagnostico es
necesario tener en cuenta las condiciones nutricionales
en los momentos de la extraccion y repetir muestras
de aquellos pacientes en los cuales la evidencia clinica
es muy sugestiva de la enfermedad. Se recomienda
ademas solicitar suero a la madre de los pacientes
varones con ADL-X, que debe ser portadora de la
enfermedad y tener valores intermedios.**

La aplicacion del método cromatografico descrito
en este trabajo, junto con una caracterizacion clinica
adecuada de los pacientes, permitird introducir
la cuantificacion de AGCML en los esquemas de
diagnostico de las enfermedades peroxisomales. La
cuantificacion de AGCML permite identificar todas



las variantes de ADL-X en el 100 % de los varones
afectados, antes de la aparicion de los sintomas, y el
85 % de las mujeres portadoras.® En consecuencia,
la cuantificacion de AGCML en familias de riesgo
debe realizarse independientemente de la edad o la
sintomatologia de los pacientes, debido a la posibilidad
de deteccion de casos adicionales con ALD-X (incluso
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con otras variantes clinicas de la enfermedad) y el
tratamiento de casos asintomaticos o con signos leves
para evitar o retrasar la aparicion de los sintomas.
Por otro lado, la deteccion de mujeres heterocigotas
permite proporcionar asesoramiento genético y
diagnostico prenatal en parejas con riesgo.
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