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DETERMINACAO DOS NIVEIS DA
CARNITINA NO PLASMA
sua importancia no estudo em doentes com
doencas neuromusculares
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A L-carnitina desempenha um papel importante no
transporte de dcidos gordos de cadeia longa para a
-oxidagdo na mitocondria. A deficiéncia da
carnitina estd associada ao défice de -oxidagdo de
dcidos gordos de cadeia longa e a diferentes
sindromes clinicos.

O objectivo deste estudo foi, determinar as
concentragdes plasmdticas da carnitina e dos seus
metabolitos, em doentes com patologia
neuromuscular dentro do grupo das miopatias
mitocondriais, em compara¢do com um grupo
normal.

O estudo compreendeu 11 voluntérios sauddveis €
11 doentes com patologias neuromusculares
mitocondriais. As concentragdes plasmaticas da
carnitina livre, carnitina total, acilcarnitina de cadeia
curta e longa, foram determinadas utilizando o
método radioenzimadtico com Acetil-Co A "“C.

Os valores foram calculados através da curva
padrdo em concentragdes crescentes, da solugdo
aquosa de L-carnitina.

Resultados:Os valores foram expressos em médias
+ D.P. '
O grupo controlo teve os seguintes valores: para a
carntina livre (32,6 +4,95 uM), carnitina total
(38,48 + 5,8 uM), acilcarnitina de cadeia curta (4,12
+ 0,95 uUM) e para acilcarnitina de cadeia longa
1,73 £0,15 uM).

Recebido para publicagdo: 11 de Novembro de 1999

DETERMINATION OF CARNITINE
LEVELS IN THE PLASMA:IMPORTANCE
ON THE STUDY IN PATIENTS WITH
NEUROMUSCULAR DISEASES

L-carnitine plays a major role in the transport of
the long chain fatty acids for the B-oxidation in
the mitochondria. The deficiency of the carnitine is
associated by the deficit of the B-oxidation of the
long chain fatty acids and so a different syndromes.
The purpose of this study was to determine the
plasmatic concentrations of the carnitine and its
metabolites in patients with neuromuscular
pathologies within the group of mitochondrial
myopathies by the comparison with a control group.
The study comprised 11 healthy volunteers and 11
patients with neuromuscular mitochondrial diseases.
The plasmatic concentrations of the free carnitine,
total carnitine and the short and long chain
acilcarnitine were determined by using the radio
enzymatic method with Acetyl Co A "C.

The values were calculated by the standard curve
in increased concentrations of the L-carnitine in
aquous solution.

Results: The values were expressed as mean + S.D.
The control group gave the following values: For
free carnitine (32.6 £ 4.95 uM), total carnitine
(38.48 + 5,8 uM), short chain acylcarnitine
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Os doentes foram divididos em dois grupos em
funcdo dos valores da carnitina encontrados:

O primeiro grupo teve os seguintes valores: Para a
carnitina livre (31,44+3,72 uM),carnitina total

(36,6 + 3,86 uM), acilcarnitina de cadeia curta
(3,52 + 1,56 uM) e para acilcarnitina de cadeia
longa (1,68 + 0,08 uM), respectivamente.

O segundo grupo teve valores mais baixos aos
encontrados para o grupo controlo: Para a carnitina
livre (16,8 + 6,3 M), carnitina total (20,88 + 6,26
UM), acilcarnitina de cadeia curta (2,98 + 0,81 uM)
e para a acilcarnitina de cadeia longa

(0,92 0,41 uM), respectivamente.

Em conclusio, este método mostrou-se ser
apropriado e rigoroso, para as determinacdes da
carnitina e seus metabolitos no plasma, podendo
vir a ser til no apoio a clinica.

Palavras-chave: deficiéncia em carnitina deficiéncia em carnitina palmitil
transferase encefalomiopatias mitocondrial rabdomidlise, défice de f-oxidagdo.

INTRODUCAO

A sintese da carnitina (4cido B-hidroxi-y N-trimetil
amino butirico) a partir da lisina e da metionina € produzida
principalmente no figado e rim, depois transportada para o
musculo onde desempenha um papel fundamental no
metabolismo energético, controlando a entrada na
mitocdndria, dos 4cidos gordos de cadeia longal-2.

Com o aumento da frequéncia de determinagdes dos
niveis da carnitina tornou-se evidente que as deficiéncias
em carnitina sdo relativamente comuns, quer em doentes
com doencas congénitas quer adquiridas. As doengas
associadas a deficiéncia em carnitina podem envolver o
figado, coragio , misculo esquelético, rins e cérebro>-0.

Trés sindromes clinicos sdo em geral associadas as
perturbagdes do metabolismo em carnitina :

1) Forma predominantemente miopdticas com fraqueza
muscular de agravamento progressivo’-S.

2) Forma sistémica de deficiéncia em carnitina. Para
além de falta de forcas de agravamento progressive, 0$
doentes tém crises de vémitos com alteragdes de estado
de consciéncia podendo chegar ao coma, lembrando-
Sindrome de Reye’-1°,

3) Neste grupo a baixa concentragdo da carnitina foi
relacionada com a deficiéncia em carnitina palmitil trans-
ferase. Esta sindrome € caracterizada clinicamente por cri-
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(4.12 £ 0.95 uM) and for long chain acylcarnitine
(1.73 £ 0.15 pM).

The patients were divided in two groups according
to their values: The 1% group gave the values
within the control group: For free carnitine

(31.44 £ 3.72 uM), total carnitine (36.6 + 3.86
UM), short chain acylcarnitine (3.52 + 1,56 uM)
and long chain acylcarnitine (1.68 +0.08 pM).

The 2™ group gave values bellow the control
group: For free carnitine (16.8 + 6.3 uM)), total
carnitine (20.88 +6.26 UM), short chain
acylcarnitine (2.98 + 0.81 uM) and long chain
acylcarnitine (0.92 + 0.41 uM) respectively.

In conclusion, this method showed appropriate and
accurate for the determinations of the carnitine and
its metabolites in plasma, and must be useful for
clinical support.

Key words: carnitine deficiency carnitine palmityil transferase deficiency,
encephalomiophaties mitochondrial deficit of B-oxidation, rabdhomyolise

ses graves de rabdomidlise e mioglobinuria, que podem
levar 2 insuficiéncia renal aguda, ficando os doentes
assintométicos no intervalo das crises®!!.

Um estudo completo do metabolismo da carnitina é
tecnicamente complexo e dispendioso, pois requer a
determinacdo dos seus niveis nos tecidos e no plasma.

Assim optdmos por avaliar sémente os niveis
plasméticos comparando um grupo normal com um grupo
com reconhecida patologia neuromuscular.

POPULACAO

Foram estudados onze voluntdrios sauddveis de am-
bos o0s sexos, de idades compreendidas entre 25 a 60 anos
e onze doentes, sendo duas criangas de oito e dez anos e
nove adultos entre 30 a 50 anos. Nos doentes, as andlises
foram realizadas sem conhecimento do diagnéstico. Os
onze doentes tém patologias incluidas no grupo
heterogéneo das miopatias mitocondriais. As duas criancas
tem apenas patologias musculares,um dos casos tem
oftaimoplegia externa e o outro uma miopatia que evoluiu
por surtos de rabdomidlise. Dos restantes nove doentes, 0
diagnéstico em trés era compativel com MELAS ( miopatia
e encefalopatia mitocondriais, acidose l4ctea e episédios
Stroke Like), os seis restantes com encefalomiopatia tendo
clinicamente ataxia, baixa da audi¢do e um caso de



DETERMINACAO DOS NIVEIS DA CARNITINA NOPLASMA...

hiperlactacidémia e mialgias desencadeadas por pequenos
esforcos. No conjunto é um grupo heterogéneo, que tem
como ponto comum, altera¢es mitocondriais observadas
por histoenzimologia muscular. As amostras de sangue,
(em tubos heparinizados) foram colhidas apés jejum
nocturno de 12 horas. Imediatamente apés a colheita, os
sangues foram centrifugados a temperatura de 4° C, os
plasmas foram decantados em aliquotas para vérios tubos
e armazenados a -70° C até a realizagdo do estudo.

METODO
O plasma correspondente a cada amostra (0.5 ml), foi
desproteinizado com 0.1 ml de 4cido perclérico HCLO4 ou
(APC) (300g/1 ). Apds dez minutos de incubagdo, as
amostras foram centrifugadas a 600 g e os precipitados,
foram separados dos sobrenadantes. Para as
determinacdes das formas livres e esterificadas da
carnitina!3-14 foram feitas as seguintes determinagdes.
FRACCAO 1:
(carnitina livre, CL): 0.12ml de sobrenadante
correspondente a cada amostra foi misturado com 0.24
ml de Hepes (N-[2-hidroxietil] piperazina —N’[2-4cido
etanosulfénico]) em hidréxido de potassio(KOH)
0.48 M (pH=7.3) ¢ 0.12 ml de KOH 0.9 M.
FRACCAO2:
(carnitina total solivel CT): 0.1 ml de sobrenadante foi
misturado com 0.2 ml de KOH 0.9M, incubados durante
duas horas a 37° C.
Seguidamente foram adicionados a cada amostra 0.2 ml
de Hepes em KOH 0.48M (pH=7.3) ¢ as amostras
neutralizadas com 0.06 mlde HCL M.
FRACCAO3:
(acilcarnitina de cadeia longa, CCL): o precipitado foi
lavado duas vezes pela suspensdo de 1 ml de APC (50
g/1) e centrifugado a 600 g.
Seguidamente o precipitado foi removido
cuidadosamente € novamente ressuspenso com 0.4 ml
de solucdo de KOH 1.8M.
Condicdes para a hidrélise foram as da fracgfo 2.

PREPARACAO DA RESINA POR TROCA IONICA

50 gramas de resina Dowex 2x8 sdo agitadas em 300 ml
de HCL 1M durante 15 minutos e armazenadas a 4° C du-
rante a noite. Seguidamente sdo lavadas com 2 L de H,0 até

o pH neutro. A concentragio final daresina € de 0.75 g por
ml

ESTUDO DA CARNITINA EDOS SEUSMETABOLITOS
Reagentes utilizados para a mistura do sistema
reaccional:
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Hepes em KOH 0.1M (pH=7.3)

Acetil Coenzima A 31uM

14C Acetil Coenzima A 31nCi/ml

31ug/ml de carnitina acetil transferase ou 31 ug/ml de
soro bovino.

Para cada tubo juntou-se 0.2 ml de cada uma das
fracgbes 1,2,3 e 0.8 ml da mistura do sistema reaccional.
Para o ensaio em branco utilizaram-se todos constituintes
da mistura do sistema reaccional, menos a enzima carnitina
acetil transferase que & substituida por soro bovino € o
volume da amostra por igual volume de sulfato de aménio
(NH,),SO,.

Todas as amostras foram incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Ao fim deste tempo,
juntaram-se 0.3 ml da suspensdo da resina previamente
preparada e os tubos foram agitados no vortex horizontal.
Seguidamente os tubos foram centrifugados a 2000 g du-
rante uma hora. Apés a centrifugac@o retirou-se de cada
um dos tubos 0.8 ml de sobrenadante para os frascos de
cintilacdo liquida, aos quais se juntou o liquido cintilador e
foi medida a radioactividade (1*C) no contador de cintilagdo
liquida Packard 3330.

Os valores das amostras, foram calculados através da
curva padréo preparada a partir de L-carnitina em solugdo
aquosa com quantidades crescentes (0 - 0,24 pM).

Curva Padrao

+y

c.p.mx 103

Carnitina Acetil
Co A 14C

Carnitina n moles/ 0,1 mi

Fig. 1 - L-Carnitina+ "C Acetil Co A
“C Acetil  Camnitina +Co ASH

RESULTADOS

O grupo controlo teve os seguintes valores médios
+ desvio padrdo: para carnitina livre (32,6 = 4,95 uM),
carnitina total (38,48 + 5,2 uM), acilcarnitina da cadeia
curta (4,12 +0,95 uM) e acilcarnitina de cadeia longa (1,73
+0,15 uM).

Os doentes foram divididos em dois grupos consoante
os niveis da carnitina encontrados:
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» O primeiro grupo (N=6), teve os valores médios + desvio-
padriio dentro do padrdo de normalidade para a carnitina
livre (31,44 + 3,72 uM), carnitina total (36,6£3,86 uUM),
acilcarnitina de cadeia curta (3,52 £ 1,56 uM) e acilcarnitina
de cadeia longa (1,68 + 0,08 pM).

» O segundo grupo (N=5), teve os valores médios + desvio
padrido abaixo dos valores normais: para a carnitina livre
(16,8 £ 6,3 uM), carnitina total (20,88 + 6,28 uM),
acilcarnitina de cadeia curta (2,98 +0,81 uM), acilcarnitina
de cadeia longa (0,92 + 0,41 puM), respectivamente.

Quadro I - Os valores sdo expressos em média + D.P.

PopulacioEstudada CarnitinaLivre CarnitinaTotal ~Acilcarnitina

) de cadeiaLonga
Controlos(N=11) ~ 32,6x495uM  3848+52uM  1,73+075uM
Doentes(N=6) ~ 3144+372uM  36,66+386yM  1,68+008uM
Doentes(N=5)  168+63uM  2088+628uM  098+041uM

Carnitina Livre

|
H H i [IConcentragdes
o i

Controlos Doentes Doentes

38838

Concentragoes
uM

Populagao Estudada

Fig 2 - Controlos(N=11) com valores de 32,66 + 4,95uM. Doentes (N=6) ,com
valores de 31,44 + 3,72 uM. dentro do padrdo de normalidade. Doentes (N=5)
com valores 16,8 + 6,3 uM abaixo dos valores normais.

O grupo foi analisado pela andlise da varidncia, para F,,=19,93 (F teste), foi
estatisticamente significativo (p<0,001).

Carnitina Total
2
8 60 — IR
g 40 | |
% o | | mConcentragbes
§o|l |._|||f
Controlos Doentes Doentes
Populagao Estudada

Fig. 3 - controlos (N=11) com valores de 38,48 + 5,2 uM. Doentes (N=6)com
valores 36,6 + 3,86 uM, dentro do padrio de normalidade. Doentes (N=35),
com valores 20,88 + 6,28 uM, abaixo dos valores normais. O grupo foi
analisado pela andlise da varidncia e para F,,=22,72 (F teste), foi
estatisticamente significativo (p<0,001). -
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Fig 4 - Controlos (N=11)com valores de 1,73 = 0,15 uM. Doentes
(N=6), com valoresl,68 + 0,08 mM, dentro do padrdo de
normalidade. Doentes (N=5), com valores 0,92 = 0,41 UM, abaixo
dos valores normais. O grupo foi analisado pela andlise da varidncia
e para F,,= 20,49 (F teste), foi estatisticamente significativo
(p < 0,001).

DISCUSSAO

Em relagao aos doentes com valores da carnitina baixos
ou muito baixos os diagndsticos foram os seguintes: um
doente com deficiéncia em carnitina palmitil transferase
com surtos de rabdomidlise e quatro doentes com
encefalomiopatias mitocondriais diagnosticadas pela
histoenzimologia muscular.

Do ponto de vista clinico estes quatro doentes eram
heterogéneos. Dois tinham encefalomiopatias com acidose
ldctea e episédios Stroke Like e dois tinham encefalopatias
com baixa audi¢@o e mialgias. Torna-se evidente, que com
uma populagfo tdo pequena, ndo podemos tirar conclusdes
definitivas, ndo obstante parece- nos que o método é
rigoroso e reprodutivel. O método por nés utilizado no
estudo!3, baseia-se numa técnica radio-enzimatica. Existem
outros métodos para a determinac@o da carnitina, mas a
vantagem desta técnica estd no uso do co-factor a acetil-
coenzima A, marcada com o isétopo radioactivo 14C o que
lhe confere maior sensibilidade e reprodutibilidade, em
relacfio ao enzimético, que é comercializado em Kit. Além
disso tem a vantagem de determinar as vérias cadeias da
acil-carnitina, sendo a mais importante a da cadeia longa.

Estas determinagdes, permitem o diagnéstico diferencial
das doengas metabdlicas hereditdrias, especialmente,
naquelas que apresentam, deficiéncia na B oxidagio dos
dcidos gordos na mitocondria.

Para além dos métodos referidos anteriormente, existe
um método novo de espectrometria de massa em tandem,
para a separagdo e identificagdo das acil-carnitinas no
plasma. Este método tem um elevado grau de precisdo e
resolugdo, mas ¢ altamente dispendioso, 0 que ndo torna
acessivel o seu uso.

Nos casos em que o problema econdémico possa ser
ultrapassado, é o método ideal para confirmagdo do
diagnéstico nestas patologias!®.

Os valores encontrados na populagido considerada
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normal, estiio de acordo com os referidos na literatura!3-15,

A determinagdo da carnitina € importante porque
permite seleccionar os doentes que podem corrigir a sua
deficiéncia com L-carnitina exégena. E de salientar, que
estas terapéuticas sdo dispendiosas, e que devem ser
mantidas durante muito tempo, e nalguns casos
indefinidamente, como é o caso do doente n° 1 do segundo
grupo, cujos niveis da carnitina foram os seguintes: 7 uM
para a carnitina livre,12,9 uM para a carnitina total e 0,8 uM
para a acil-carnitina de cadeia longa, que em comparagéo
com o grupo controle foram muito baixos.

Tratava-se de uma crianga de seis anos na altura do
diagndstico, e com uma histéria de rabdomidlise grave.
Nestas circunstincias foi feita uma biépsia muscular que
detectou uma sobrecarga de lipidos nas fibras musculares
e que lhe deu um aspecto de Crivo. A crianga foi estudada
em Franga onde foi confirmada a deficiéncia em carnitina
palmitil transferase. Est4 por isso medicada com L-carnitina
hd j4 alguns anos, ndo voltando a ter crises de rabdomidlise.
Acrescente-se que este doente teve um irmdo que faleceu
com insuficiéncia renal aguda, no decurso de uma destas
crises. Nos restantes casos de encefalomiopatias
mitocondriais que apresentavam niveis baixos da carnitina
ndo foi evidente o efeito terapéutico da L-carnitina exdgena
nas sintomatologias apresentadas, até agora.

Como foi referido, os quadros de deficiéncia em carnitina
podem ser congénitos>’?!! como o que acabamos de
descrever, ou adquiridos, como os associados a
insuficiéncia renal e hepaticall"1218  Alguns estdo
relacionados com certos farmécos, como o valproato de
s6dio!”"19. Todas estas situagdes podem vir a beneficiar
coma determinac@o da carnitina e posterior terapéutica de
substitui¢io?09-22,
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