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Diagnadstico genético de enfermedades metabdlicas
producidas por alteracion del ADN mitocondrial

Julio Montoya Villarroya, Ester Ldpez-Gallardo, Sonia Emperador Ortiz

1. INTRODUCCION

Con el nombre de enfermedades mitocondriales se conocen un
amplio grupo de trastornos caracterizados, fundamentalmente, por
un defecto de funcionamiento del sistema de fosforilacién oxidativa
(OXPHOS), que conduce a una deficiente sintesis de ATP. Aunque en
conjunto representan uno de los tipos relativamente comunes de
enfermedades metabdlicas hereditarias, estas enfermedades estan
encuadradas dentro de las llamadas enfermedades raras y, cada una
de ellas, en particular, se presentan en una proporcién muy baja. Las
mitocondrias son organulos citoplasmaticos que estan presentes en
todas las células humanas, excepto en los eritrocitos y, por tanto, un
mal funcionamiento de las mismas puede presentarse con unava-
riabilidad clinica sin precedentes. En la mayor parte de los casos son
multisistémicas, afectando a 6rganos con alta demanda de energia
como el cerebro, musculo esquelético, corazdn, etc., pero también
pueden afectara érganos aislados y pueden manifestarse a cualquier
edad (en el periodo neonatal, infanciay en el adulto).

Las mitocondrias participan en una gran cantidad de funciones,
pero lo que las hace ser muy particulares es que son el lugar donde
se produce la mayor parte de la energfa que requieren las células
para su funcionamiento, lo que ha hecho que se les denomine muy
frecuentemente como la “planta energética de la célula”. En efecto,
en lamembrana interna de estos orgdnulos se encuentra el sistema
de fosforilacién oxidativa (OXPHOS), ruta final del metabolismo ener-
gético mitocondrial que conduce a la sintesis de ATP. La fosforilacion
oxidativa requiere el transporte de electrones al oxigeno molecular
mediante la cadena respiratoria mitocondrial (también conocida
como cadena de transporte de electrones), que consta de cuatro
complejos multienzimaticos (complejo I al IV) y dos transportadores
de electrones maviles: ubiquinona (también conocida como coenzi-
ma Q+o, coenzima Q o CoQ) y citocromo c. La actividad de la cadena
respiratoria genera un gradiente de protones transmembrana que
es aprovechado por el complejo V o ATP sintasa para sintetizar ATP.
Pero, ademds de ser las productoras de la mayor parte de la energia
en forma de ATP, esta implicada en otros procesos diferentes tales
como: el metabolismo de aminoéacidos, de lipidos, en la biosintesis
del grupo hemo, en la homeostasis del calcio, en la produccién de
especies reactivas de oxigeno, apoptosis, etc. Mas de 1.158 proteinas
estan involucradas en la funcién de la mitocondria (https://www.
broadinstitute.org/files/shared/metabolism/mitocarta/human.mito-
carta2.0.html), con sus genes repartidos entre los dos sistemas gené-
ticos de la célula (37 en el ADN mitocondrial y el resto en el nuclear).

Las mitocondrias contienen su propio ADN (ADN mitocondrial
o ADNmt), lo que las liga a su origen endosimbidtico y mantiene
muchos vestigios de su ancestro bacteriano. Los cinco complejos
multienzimaticos que forman OXPHOS estdn integrados por mas
de 90 polipéptidos, de los cuales, solamente 13 estén codificados
en el ADNmt. El resto de las proteinas componentes de OXPHOS,
asi como la gran mayor{a de proteinas que forman estos organulos,
estan codificados en el ADN nuclear (ADNn). La implicacién de los
dos sistemas genéticos celulares en la biogénesis de las mitocondrias
tiene como consecuencia que, las enfermedades mitocondriales,
se puedan presentar con cualquier tipo de herencia: esporédica,
materna, autosémico recesiva, autosémico dominantes o ligadas
al cromosoma X@. También, se pueden originar de novo durante la
embriogénesis. Por ello, se pueden considerar como el tipo de en-
fermedades més heterogéneas en el campo de la genética humana.

En este capitulo nos centraremos en el ADNmty en las enferme-
dades que causan mutaciones en los mismos. El término enfermedad
mitocondrial o mitocondriopatia se ha utilizado normalmente para
designaraquellas enfermedades causadas por defectos en OXPHOS,
porque es el Uinico sistema en el que participa el ADNmt como codifi-
cante de proteinas. De hecho, se definfan como un grupo de trastor-
nos que tienen en comun el estar producidos por una deficiencia en la
biosintesis de ATP. Sin embargo, mds recientemente se estd utilizando
para nombrar cualquier trastorno producido por defectos en una de
las muchas rutas metabdlicas que tienen lugar en la mitocondria, ya
que a veces estan producidas por dafios en proteinas que solo muy
indirectamente estéan implicadas en la produccién de ATP.

Las primeras mutaciones asociadas a un mal funcionamiento
del OXPHOS, y que generaban enfermedades, se descubrieron en el
ADNmt en 19886-6. Desde entonces, el nimero de mutaciones en-
contradas en este genoma ha crecido enormemente, si bien alguna
de ellas solo se ha presentado en un tnico paciente”8., Asimismo,
se han descrito muchas mutaciones en genes mitocondriales codi-
ficados en el ADNn que participan en el mantenimiento y expresion
del ADNmt, en la composicién y formacion del sistema OXPHOS y
en otras funciones.

La prevalencia de estas enfermedades no es facil de determinar
en la poblacién general debido a la alta heterogeneidad clinicay
genética con que se presentan, pero ha sido estimada entre 1 caso
cada 5.00019. La mayor parte de las enfermedades mitocondriales de
aparicién temprana (infancia) suelen estar causadas por mutaciones
autosémico-recesivas en el ADNny tan solo un 20-30% lo son por
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‘ Membrana externa

Espacio intermembranal

‘ Membrana interna

Matriz

FADH, FAD

NAD* Cli

ADNmt 7 0 1
ADNn 37 4 10

mutaciones en el ADNmt. Sin embargo, en el adulto, aproximada-
mente un 80% de las enfermedades estan causadas por mutaciones
en el genoma mitocondrial. Dado el papel central que juega la mi-
tocondria en la fisiologia celular, las enfermedades mitocondriales
constituyen un problema social y sanitario de primera magnitud.
Aunque son individualmente raras, en su conjunto agrupan una am-
pliavariedad de trastornos genéticosy llegan a ser bastante comu-
nes entre todos los errores congénitos del metabolismo, originando
manifestaciones clinicas muy diversas que dan lugar a fenotipos
muy distintos. Ademas, hoy en dia se considera la implicacién de la
mitocondria, de forma primaria o secundaria, en mas de la mitad
de las enfermedades humanas!'9.

La gran variabilidad fenotipica con que se presentan, con mani-
festaciones clinicas que afectan a distintos érganos y tejidos, exige
la implicacién de especialistas de muy diverso origen que aporten
datos clinicos, morfoldgicos, bioquimicos y genéticos que permitan
un diagnéstico correcto. Esta complejidad hace que el diagndstico
de pacientes con sospecha de padecer una de estas enfermedades
sea muy complicado. A veces, el diagndstico clinico puede dar una
idea clara del genotipo del mismo, pero en la mayor parte de los
casos y, fundamentalmente en nifios en los que la sintomatologfa
no se ha manifestado completamente, es muy conveniente realizar
la secuenciacién completa del ADNmt.

Las caracteristicas genéticas del ADNmt, su modo de herencia
materna, el elevado nimero de copias presentes en las célulasy la
segregacion mitética, confieren a estas enfermedades propiedades
muy particulares. Se pretende resumir los conocimientos méas actua-
les que se tienen sobre las enfermedades debidas a alteraciones en
el ADNmty los diversos aspectos de su diagndstico, asi como algunos
detalles de mutaciones nucleares que afectan al sistema OXPHOS,
dentro de lo que se podria llamar como una medicina mitocondrial.

2. SISTEMA GENETICO MITOCONDRIAL HUMANO

Los caracteres moleculares bésicos del sistema genético mito-
condrial humano se describieron con gran detalle al inicio de los
afios 801"1-18), Desde entonces, y aunque se han ido descubriendo
prote{nas que participan en los procesos de mantenimiento y ex-
presién del ADNmL, no se ha avanzado mucho en el conocimiento
de su regulacién e intercomunicacién con el nucleo.

El ADNmt humano es una molécula circular de 16.569 pares
de bases que codifica 37 genes: dos ARN ribosédmicos (ARNr) y 22

FIGURA 1. Esquema del sistema de
fosforilacion oxidativa. En gris oscuro
se representan las subunidades codi-
ficadas en el ADN mitocondrial y en
ATP gris claro, las codificadas en el ADN
nuclear. Puntos negros: coenzima Q.
C.laCV:complejos I al 5. En la parte
inferior figura el nimero de subunida-
des codificadas en uno u otro genoma.

ARN de transferencia (ARNL), que participan en la sintesis proteica
intramitocondrial; y 13 polipéptidos que forman parte de cuatro de
los cinco complejos multienzimaticos del sistema OXPHOS. Siete de
estos polipéptidos (ND 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6) son componentes del com-
plejo | o NADH: ubiquinona éxido-reductasa; uno (cyt b) pertenece
al complejo Il o ubiquinol: citocromo ¢ éxido-reductasa; tres (CO
I, 11, 1) al complejo IV o citocromo c oxidasa; y dos a la ATP sintasa
(complejo V) (Figs. 1y 2). Elresto de los polipéptidos, asi como todo
el complejo Il estén codificados en el ADN nuclear. La biogénesis del
sistema OXPHOS constituye un caso Unico en la célula, ya que para
su sintesis se requiere la expresién coordinada de los dos sistemas
genéticos.

Los genes en el ADNmLt se encuentran unos a continuacién de
los otros sin casi nucledtidos intermedios niintrones. La mayor parte
de los genes (2 ARNr, 14 ARNty 12 polipéptidos) estén codificados
en una de las cadenas (cadena H), mientras que los 9 restantes (un
polipéptidoy 8 ARNL) lo estén en la cadena complementaria (cade-
naL). En una pequefia zona del ADN que no codifica ningtin gen,
denominada regién control, se encuentran el origen de replicacién
de la cadena H, los promotores de la transcripcién y los elementos
reguladores de la expresidn de este ADN. Los genes de los ARNt se
encuentran esparcidos entre los genes de los ARNry los codifican-
tes de proteinas (Fig. 2). Esta disposicidn tiene consecuencias muy
importantes para la maduracién del ARN como se mostrard méas
adelante.

El modo de replicacién del ADNmt se conoce desde finales de
los afios 1970. Segun este modelo tradicional, la replicacién se
verifica en forma unidireccional y asimétrica, utilizando para ello
dos origenes de replicacién diferentes (Ony Oy). Asi, la sintesis del
ADNmt se inicia en Oy por accion de la ADN polimerasa y, especi-
fica de la mitocondria, que alarga un ARN iniciador originado por
procesamiento de un transcrito primario que se sintetiza a partir
del promotor L. La replicacién continda unidireccionalmente hasta
alcanzar el segundo origen de replicacién (O,), momento en el cual
comienza la sintesis de la sequnda cadena, alargando también un
pequefio cebador de ARN sintetizado por una primasa?. De acuerdo
con este modelo, la replicacién del ADNmt se llevaria a cabo sin la
sintesis de fragmentos de Okazaki. Este modelo de replicacidn se ha
cuestionado a principios de los afios 2000 y se ha propuesto que el
ADNmt se replica de un modo unidireccional y simétrico desde un
Unico origen de replicacién, a semejanza con el ADN bacteriano@0.21,
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FIGURA 2. Mapa genéticoy de transcripcién del ADN mitocondrial hu-
mano. Los circulos internos muestran el mapa del ADN mitocondrial
con los genes que codifican: ARNr (12Sy 16S), ARNL, y secuencias co-
dificadoras de proteinas (ND: subunidades de la NADH deshidrogena-
sa; cyt b: apocitocromo b; CO: subunidades de la citocromo c oxidasa).
Los circulos exteriores muestran el mapa de transcripcién de la cadena
pesada (barras negras) y ligera (barras abiertas). Oy y O, representan el
origen de replicacién de la cadena pesaday ligera. Hy, H, y L indican los
sitios de iniciacion de la transcripcion.

Este modelo requiere la sintesis de diversos cebadores de ARN. Hoy
en dia, todavia no se ha resuelto la cuestion, pero parece que, en
cierta manera, los modelos tienden a converger®22. Sin embargo, el
modelo clésico es el que explica mejor numerosas caracteristicas
de este genoma.

Las dos cadenas del ADNmL se transcriben completamente a
partir de tres puntos de iniciacién, H y H, para la cadena pesaday L
para la cadena ligera, originando tres moléculas policistronicas que
se cortan posteriormente en los extremos 5’y 3" de las secuencias
de los ARN, para dar lugar a los ARNr, ARNty ARNm maduros (mo-
delo de puntuacién por el ARN) (Fig. 2)(13.1516.23, | os ARNL situados
entre los genes de ARNry codificantes de protefnas actéian como
sefiales de reconocimiento para las enzimas de procesamiento de
las moléculas policistronicas. Las dos unidades de transcripcién de
la cadena H se solapan en la regién de los ARNr. La primera unidad
de transcripcidn, que se produce muy frecuente, comienza en Hj,
delante del gen para el ARNtPre, termina en el extremo 3° de la region
codificante de los ARNr,y es responsable de la sintesis de los ARNr 12S
y 16S, del ARNtPrey del ARNEY, Un factor de terminacién (MTERF), que
se une a unasecuencia situada en el gen del ARNt'ev2425) provoca la
terminacién de esta unidad de transcripcion. La segunda unidad se
inicia en H,, cerca del extremo 5’ del gen del ARNr 12S, y transcribe,
con una frecuencia mucho menor que la anterior, la casi totalidad
de la cadena pesada. El ARN policistrénico, que se origina, se procesa
dando lugara los ARNm de 12 péptidosy los 12 ARNt codificados en
esta cadena. Este modelo permite deducir que el punto de iniciacién
de latranscripcién juega un papel muy importante en la regulacion de
la expresion génicay explica el modo de sintesis diferencial de ARNry

ARNmM(8. Por otro lado, la transcripcién de la cadena ligera comienza
enL, cerca del extremo 5’ del ARN 18y da lugara 8 ARNt, un ARNm
yal ARN iniciador de la replicacion del ADN (ARN7S, una versién del
ARN 18 sin poliadenilar). Para llevar a cabo el proceso de transcripcion
se necesita una ARN polimerasa especifica (h-mtRPOL), codificada
en el ADNn (cromosoma 19p13.3)@627), tres factores de transcripcién
implicados en la iniciacidon (METFAy mtTFB1 y mtTFB2)@8-30, y uno
de terminacion (mTERF)242531, todos ellos codificados en el ADNn.
Muy posiblemente, la fosforilacién o desfosforilacién del factor de
terminacién puede ser una indicacién de parada o continuacién de
la transcripcidn al final de la zona de los ARNrG2),

Como ya se ha indicado, el ADNmt codifica 13 proteinas que
se sintetizan en ribosomas especificos de la mitocondria, cuyos
componentes estan codificados tanto en el ADNmt (ARNr 12S'y
16S), como en el genoma nuclear (~80 proteinas ribosémicas)®?.
Para la sintesis de estas proteinas, la mitocondria utiliza un cédigo
genético que difiere en alguin detalle del cddigo universal. Asi, el
coddn UGA codifica triptéfano, en vez de ser un codén de termi-
nacion, los codones AUA y AUU se utilizan también como codones
de iniciacién, y AGA y AGG son codones de terminacién en lugar
de codificar para arginina. Aunque solamente estén codificados
en el ADNmLt 22 ARNE, parece que son suficientes para leer todos
los codones de los ARNm mitocondriales, utilizando para ello un
sistema de apareamiento codén-anticodén mas sencillo que el del
cédigo genético universal.

Los polipéptidos sintetizados en la mitocondria interaccionan
con otras proteinas codificadas en el ADNn, sintetizadas en el citosol
e importados a la mitocondria, para constituir el sistema OXPHOS.
Asi, la biogénesis de este sistema depende, como se ha mencio-
nado anteriormente, de la expresién coordinada de los genomas
mitocondrial y nuclear.

3. CARACTERES DIFERENCIALES DE LA GENETICA

MITOCONDRIAL
La localizacién del sistema genético mitocondrial en un orgénulo

citoplasmatico implica que la herencia de este genoma difiera de la
del ADNn. Asi, el nticleoy el ADNn se duplican originando una copia
idéntica antes de cada division celular, de forma que las células hijas
puedan recibir una misma dotacién genética. Sin embargo, esto no
ocurre asi con la mitocondria y el ADN que porta. La organizacién
genética tan compacta, sin nucledtidos intermedios ni intrones, el
tipo de herencia, el alto nimero de copias de ADNmLt que contiene
cada célula, y su alta vulnerabilidad, proporcionan unos caracteres
genéticos que los diferencian de los del ADNn. Ast:

* Modo de herencia: el ADNmt se hereda exclusivamente por via
maternat¥. La madre trasmite el genoma mitocondrial a todos
sus hijos, pero solo las mujeres lo trasmiten de nuevo a la si-
guiente generacién. Esto se debe al elevado nimero de copias
de ADNmt que contienen los évulos y a que las mitocondrias
del espermatozoide se eliminan por un proceso activo en los
primeros estadios de divisién celular®.

* Poliplasmia: el nimero de moléculas de ADNmt es, en general,
muy elevado y varfa entre unas pocas en las plaquetas, a unas
150.000 copias en el oocito. La mayor parte de los tejidos con-
tienen entre unas 1.000 y 10.000 copias por célula, con 2 a 10
moléculas de ADN por mitocondria, organizadas en nucleoides.
En un principio, todas las células de un individuo normal tienen
el mismo tipo de ADNmt (homoplasmia). Sin embargo, debido
a la alta tasa de mutacion del ADNmt, como veremos mas ade-
lante, es probable que aparezca una mutacién y que puedan
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TABLA 1. Mutaciones del ADN mitocondrial mas frecuentes y enfermedades asociadas.

Enfermedad Mutacién Gen Referencias
LHON m.3460G>A ND1 (92,93)
m.11778G>A ND4 (3)
m.14484T>C ND6 (94)
NARP m.8993T>G/C ATP6 (95,96)
Leigh (MILS) m.8993T>G/C ATP6 (96-98)
m.9176T>G/C ATP6 (99,100))
MELAS m.3243A>G ARN{teuUUR) (101)
Hot spot ARNeu(VUR) (7)
MERRF m.8344A>G ARNtYs (102)
Hot spot ARNtbs (7)
Diabetes y sordera m.3243A>G ARN{Leu(UUR) (103)
Sordera no sindrémica inducida por aminoglucésidos m.1555A>G ARNr12S (104)
CPEO Delecién Unica Varios genes (105,106)
Deleciones multiples (107-110)

Kearns-Sayre
Pearson

Delecién Unica
Delecién Unica

(6,111,112)
(113)

LHON: neuropatia éptica hereditaria de Leber; MELAS: encefalomiopatia mitocondrial con acidosis ldctica y episodios de accidentes cerebro vasculares; MERRF: epilepsia mio-
clénica con fibras rojo-rasgadas; MILS: sindrome de Leigh de herencia materna; CPEQ: oftalmoplejia progresiva externa crénica.
Una lista actualizada de mutaciones asociadas a distintos fenotipos puede encontrarse en MITOMAP: a human mitochondrial genome database. En: http://www.mitomap.org

coexistir dos poblaciones de ADNmt, una normaly otra mutada
(heteroplasmia).

* Segregacién mitética: cuando existe una heteroplasmia, las
moléculas de ADNmt segregan al azar entre las células hijas,
durante la divisién celular, pudiendo dar lugar a tres posibles
genotipos: homopldsmico normal y mutante y heteroplédsmico
con porcentajes variables de ADNmt mutado. Por tanto, el feno-
tipo de una célula con heteroplasmia dependerd del porcentajey
naturaleza del ADN mutado que contenga. Como los diferentes
tejidosy érganos se forman a partir de un grupo de estas células,
una de las caracteristicas de las enfermedades mitocondriales
es que suelen ser multisistémicas.

* Expresién umbral: mientras un tejido tenga un porcentaje de
copias de ADNmt normal, este podréa funcionar perfectamente
al producir la cantidad necesaria de ATP para su funcionamiento.
Sin embargo, cuando el nimero de copias de ADNmt mutado
sobrepase un nivel determinado, que seréa diferente para cada
tejido, la produccién de ATP se verd afectaday, por debajo de un
nivel umbral, aparecerdn las manifestaciones de la enfermedad.
No todos los tejidos tienen las mismas necesidades energéti-
cas, por lo que no todos se veran afectados del mismo modo
al pasar los niveles umbrales de produccién de ATP. Los tejidos
que se ven mas afectados son el sistema nervioso y el muscular,
aunque realmente, cualquier érgano o tejido puede verse impli-
cado. Asimismo, los niveles de heteroplasmia pueden variar de
un tejido al otro siendo superior en general en los posmitéticos
como el cerebro o el musculo, ambos de dificil acceso, y meno-
res en tejidos mitéticos como la sangre, haciendo a este ultimo
una muestra no fiable para el diagndstico de muchas patologtas
mitocondriales.

* Alta tasa de mutacién: el ADNmt es muy vulnerable y presenta
una tasa de mutacién espontdnea que es de 10-20 veces supe-
riorala del ADNn. Este hecho puede ser consecuencia de la alta
produccién de radicales de oxigeno que se originan constante-
mente en la mitocondriay que dafian a un ADN con informacién

genética muy compacta, que no esta protegido por histonas, y en
el que los mecanismos de reparacién parecen ser insuficientes.

4. ENFERMEDADES CAUSADAS POR MUTACIONES EN
EL ADN MITOCONDRIAL

EL ADNmt contiene solamente 37 genes, 13 codifican proteinas
componentes del sistema OXPHOS, y 2 ARNry 22 ARNt que partici-
pan en la biosintesis de las mismas. En consecuencia, las enferme-
dades mitocondriales causadas por mutaciones en el ADNmt tienen
en comun el estar producidas por una deficiente sintesis de ATP.

Como se ha indicado anteriormente, las mitocondrias son com-
ponentes fundamentales de todas las células del organismo (excepto
de los eritrocitos) por lo que, en general, estas enfermedades seran
de afectacién multisistémicay podran originar un amplio espectro
de fenotipos. En algunos casos, los sintomas de la enfermedad po-
drén encuadrarse en sindromes bien definidos, pero, en la mayorfa
de los casos, se presentan con solapamiento de sintomas o, como
sucede en los nifios, estos no quedan muy claramente definidos
por no haberse desarrollado del todo. Asimismo, a veces, estas en-
fermedades pueden afectar solamente a un tejido especifico como
el nervio 6ptico en la neuropatia 6ptica hereditaria de Lebero a las
células cocleares en un tipo de sordera mitocondrial®.

Como el nimero de trastornosy de mutaciones en el ADNmt es
muy grande (se han descrito més de 260 mutaciones puntuales y
numerosas deleciones diferentes), en esta revision, nos referiremos
solamente a los fenotipos mds caracteristicos y las mutaciones o
zonas hot spot que mas cominmente se han asociado a los mismos
(Tabla 1), dejando de lado un nimero muy grande de mutaciones
que, en general, han sido descritas solamente en casos aislados.
Entodo caso, habra que tener en cuenta que nos podemos encon-
trar con que mutaciones que estédn ligadas a un fenotipo concreto,
puedan ser la causa de nuevos fenotipos (una misma mutacién
puede dar origen a sindromes muy diversos) y de que un sindrome
determinado pueda estar causado por mutaciones localizadas en
distintos genes.
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En este relato de trastornos mitocondriales, los clasificaremos
de acuerdo con las caracteristicas genético-moleculares de las
mutaciones méas que con respecto a los sintomas clinicos. Asi, las
enfermedades producidas por dafios en el ADNmt se pueden divi-
diren tres grandes grupos segulin estén asociadas a: 1) mutaciones
puntuales, 2) deleciones, 3) deplecién de ADNmt (disminucién de
numero de copias).

4.1. Enfermedades causadas por mutaciones puntuales
en el ADNmt

Elalto indice de mutacién del ADNmt hace que sea posible en-
contrar un gran nimero de mutaciones puntuales, sin embargo, no
todas van a ser patoldgicas, ya que la mayor{a representan polimor-
fismos que se han fijado en la poblacién. ; Cudndo se debe consi-
derara una mutacién como patogénica? Para resolver esta duda se
han descrito una serie de criterios, pero la aplicacién de los mismos
depende mucho de cuén exigente se es a la hora de considerarlos.
As{, muchas mutaciones que, en su momento, se consideraron pa-
toldgicas, han resultado ser simples variaciones polimérficas y, en
otros casos, la secuenciacién completa del ADNmt ha dado como
resultado la presencia de otras segundas mutaciones con mayor
posibilidad de ser patogénicas®¢37. En todo caso, no es facil que
todas las mutaciones cumplan todos estos criterios, por lo que hay
que aplicarlos con cierta flexibilidad.

Hasta el momento, se han descrito mas de 260 mutaciones
puntuales causantes de enfermedades distribuidas a lo largo de los
37 genes que codifica el ADNmt. Estas mutaciones responden casi
siempre a un tipo de herencia materna. Algunas de estas mutaciones
aparecen frecuentemente asociadas a algunos sindromes concretos
(mutaciones comunes) y se describen en la Tabla 1. El resto de las
mutaciones solo se han encontrado en casos puntuales. Un listado
de mutaciones, que se han asociado a patologias determinadas y
que se consideran patogénicas, se pueden encontrar en la base de
datos de MITOMAP (http://www.mitomap.org) o en una reciente
revisién(®38, ;Qué mutaciones hay que estudiar ante un caso de
enfermedad mitocondrial? Silos pacientes han sido evaluados con
precision, el andlisis puede restringirse a unas pocas mutaciones
que representan la mayor parte de los casos. Solamente, ante una
fuerte sospecha de tratarse de una enfermedad mitocondrial, sin
presentaralguna de las mutaciones comunes, conviene secuenciar
todo el ADNmt.

4.1.1. Enfermedades causadas por mutaciones puntuales en
genes codificantes de proteinas

El ADNmt codifica trece proteinas que forman parte de cuatro
de los cinco complejos del sistema OXPHOS. Las secuencias codifi-
cantes de estas proteinas ocupan la mayor parte del ADNmty, por
tanto, son la diana principal para un gran nimero de mutaciones.
Sin embargo, el nimero de mutaciones deletéreas encontradas en
estos genes no es muy elevado. Este hecho puede deberse, a que
la mayor parte de sustituciones de nucledtidos son silenciosas, a
que el cambio es tan suave que no afecta de una manera grave a la
estructuray funcién del péptido que codifica, 0 a que muchas de las
mutaciones puedan ser sométicas y todavia no se han detectado. La
mayor parte de las mutaciones deletéreas producirdn proteinas con
cambios en un aminodcido que afectard a su estructura. Los tejidos
afectados muestran una disminucién de la actividad del complejo
del que forma parte el péptido danado.

Entre las patologfas més importantes causadas por mutaciones
puntuales en genes codificantes de proteinas podemos citar:

4.1.1.1. Neuropatia déptica hereditaria de Leber (LHON)

La neuropatia éptica hereditaria de Leber se caracteriza clinica-
mente por neuropatia éptica bilateral aguda o subaguda con atrofia
Optica, pérdida repentina de la visién central, edema del disco dptico,
microangiopatfay un defecto grande del campo visual central. Suele
aparecer en la segunda o tercera década de la vida, y afecta méas a
hombres que a mujeres. Normalmente solo la visidn estd afectada,
pero hay casos en los que también aparecen trastornos en la con-
duccidn cardiaca, neuropatia periféricay ataxia cerebelar (LHON+).
Normalmente, solo tres mutaciones se consideran como causantes
del 90% de los pacientes que sufren esta enfermedad, m.3460G>A,
m.11778G>Aym.14484T>C localizadas en los genes de ND1, ND4
y ND6, respectivamente. Lam.11778G>A es la que provoca la for-
ma més grave de la enfermedady es la responsable del 50% de los
casos. La mayor parte de las veces, estas mutaciones se presentan
en homoplasmia en los individuos afectados. Recientemente se han
detectado otras mutaciones que se consideran patoldgicas, aunque
el numero de pacientes en los que se ha encontrado es muy bajo
(http://www.mitomap.org).

Estas mutaciones presentan baja penetrancia, ya que la mayoria
de los familiares de los pacientes son asintomaticos a pesar de poseer
también la mutacion. Esto hace pensar en que factores: ambientales,
como la exposicién a tabaco y alcohol, o genéticos, mutaciones en
el ADNmt o incluso en el ADNn, pueden ejercer una influencia en la
aparicién de la enfermedad. Se ha descrito que los familiares asin-
tomaéticos, que presentan la mutacién en homoplasmia, presentan
un mayor numero de copias del ADNmLG940)., La prevalencia de la
enfermedad en hombres ha llegado a sugerir que los estrégenos
presentan cierta proteccién a las mujerest4?.

4.1.1.2. Sindrome de neuropatia, ataxia y retinopatia pigmentaria
(NARP)

El sindrome de NARP, de aparicién en la infancia o en adultos
jovenes, esta caracterizado por debilidad muscular neurogénica,
neuropatia sensorial, ataxia, retinopatia pigmentaria, convulsiones,
demencia, retraso en el desarrollo, con un curso lento de la enfer-
medad. La biopsia muscular no muestra la presencia de fibras ro-
jo-rasgadas. Los estudios de RMN revelan generalmente una atrofia
del cerebeloy del tronco cerebelar. Esta enfermedad estéd asociada
al cambio m.8993T>G/C en el gen codificante de la subunidad 6 de
la ATP sintasa. La mutacién se encuentra en heteroplasmia en un
rango inferior al 90% en todos los tejidos estudiados: leucocitos,
fibroblastos, musculo, rifidn y cerebro, aunque en nuestro laborato-
rio hemos encontrado pacientes con un porcentaje de la mutacién
cercano al 95%. Existe una alta correlacién entre el contenido de
ADNmt mutado y la severidad de la enfermedad.

4.1.1.3. Sindrome de Leigh de herencia materna (MILS)

El sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa
multisistémica muy grave, que suele aparecer en el primer afio de
viday que parece que es debida a una caida muy importante en la
produccion de energia en el cerebro en desarrollo. Las manifesta-
ciones clinicas mas evidentes son disfunciones del tallo cerebral y
de los ganglios basales, desmielinizacién, regresién psicomotora,
retraso en el desarrollo, convulsiones, ataxia, neuropatia periférica,
hipotonia, mioclonfas, atrofia dptica, dificultades en la alimentacion,
vémitos, etc. Los niveles de lactato y piruvato estdn muy elevados
ensangrey liquido cerebro-espinal. El diagndstico se confirma por
neurorradiologia que muestra la presencia de lesiones necréticas
cerebrales focales en el tdlamo, tallo cerebral y ntcleo dentado.
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Esta enfermedad se produce por dafios en genes tanto mito-
condriales como nucleares y puede presentar diferentes tipos de
herencia: materna (mitocondrial), autosémica recesiva, o ligada al
cromosoma X. La forma que se hereda porvia materna (MILS), esta
causada fundamentalmente por la mutacién m.8993T>G, en el gen
de lasubunidad 6 de la ATP sintasa del ADNmt, la misma que causa
el sindrome de NARP, pero, en este caso, aparece con un porcentaje
superior al 90%. Existen otras formas de la enfermedad que se han
asociado otras mutaciones (Tabla 1).

4.1.2. Enfermedades causadas por mutaciones puntuales en
genes de ARNt

Los ARNt son las moléculas que actian en la adaptacién del
lenguaje de los &cidos nucleicos al de las proteinas. Estos ARN trans-
portan el aminodcido que va a formar parte de las proteinas y reco-
nocen los codones de los ARNm por su anticodén. Ademés, como
se han indicado anteriormente, los ARNEt juegan un papel esencial
en la sintesis de los ARNry de los ARNm maduros, al actuar como
sefial de reconocimiento para el procesamiento de los ARN pre-
cursores primarios. Cambios en su secuencia puede interferir con
ambas funciones y dafar la sintesis de proteinas en los ribosomas
mitocondriales interfiriendo en el proceso de traduccidn del mensaje
genético (en cantidad o calidad). En todos los casos, la sintesis global
de proteinas se ve afectaday, por tanto, pueden estar afectados
varios complejos del sistema OXPHOS.

4.1.2.1. Sindrome de MELAS (encefalomiopatia mitocondrial con
acidosis ldctica y episodios de accidentes cerebro-vasculares)

El sindrome de MELAS esté caracterizado por encefalomiopa-
t{a, acidosis lactica, y por accidentes cerebro-vasculares recurren-
tesy transitorios, producidos a edad temprana, que provocan una
disfuncidn cerebral subaguday cambios en la estructura cerebral
con acompafiamiento de hemiparesia y ceguera cortical. Ademas,
otros caracteres comunes son: convulsiones generalizadas, migra-
fia, sordera, demencia, vdmitos, debilidad en las extremidades. La
biopsia muscular suele presentar fibras rojo-rasgadas, pero suelen
serreactivas a la reaccién de la citocromo c oxidasa.

Este sindrome estd causado, en méas del 80% de los casos, por la
mutacién (m.3243A>G), localizada en el gen ARNELeuR), pero también
se han encontrado otras mutaciones en el mismo ARNE, que parece
ser muy propenso a sufrir mutaciones patogénicas, y, con menor
incidencia, en otro genes del ADNmt. Todas las mutaciones estdn
en forma heteropldsmicay presentan una clara herencia materna,
aunque raramente mas de un miembro de la familia esta afectado.
La presencia de estas mutaciones en ARNt dafia la sintesis de pro-
telnas en la mitocondria.

La mutacién principal, en la posicién m.3243A>G, se ha relacio-
nado también con otras enfermedades muy distintas como oftal-
moplegia progresiva externa, cardiomiopatias e incluso con diabetes
mellitus y sordera, por lo que la relacién genotipo-fenotipo no es
muy fija. La alta frecuencia con que aparece esta mutacién hace que
sea de andlisis obligatorio cuando estamos ante enfermedades de
no muy clara sintomatologfa.

4.1.2.2. Sindrome de MERRF (epilepsia mioclénica con fibras
rojo-rasgadas)

El sindrome de MERRF se presenta con epilepsia miocldnica,
debilidad muscular, ataxia, convulsiones generalizadas y miopatia
mitocondrial, con presencia de fibras rojo-rasgadas no reactivas a la
citocromo c oxidasa. Otros sintomas menos comunes que pueden

acompanar a los anteriores son: demencia, sordera, neuropatia,
atrofia dptica, fallo respiratorio, cardiomiopatfa, y algunos pacien-
tes tienen lipomas multiples en cuello y tronco. Puede aparecer
tanto en la infancia como en adultos y es de curso progresivo. La
mayorfa de los casos de MERRF (80%) estan causados por la mu-
tacion m.8344A>G, localizada en el gen del ARNEYs, pero también
se han encontrado otras mutaciones més minoritarias en el mis-
mo gen. Todas las mutaciones estan en forma heteroplasmicay el
porcentaje de ADNmt dafiado necesario para la afectacién varia
entre individuos.

4.1.2.3. Diabetes de herencia maternay sordera

Ademds de la diabetes dependiente y no dependiente de insuli-
na, se ha descrito un nuevo tipo, asociada a sordera, que no encuadra
dentro de esta clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud.
Este tipo de diabetes, de herencia materna, representa aproxima-
damente un 1,5% de la poblacién diabética total y estd producida
por la mutacion m.3243A>G en el gen del ARNteuUUR |3 misma
descrita para el sindrome de MELAS. Por otra parte, cabe mencio-
nar que la diabetes es uno de los sintomas que suele acompafiar a
otros sindromes mitocondriales como MELAS, CPEO, Kearns-Sayre,
Pearson y Wolfrang.

4.1.3. Enfermedades causadas por mutaciones puntuales en
genes de ARNr

Eltercertipo de genes del ADNmt sobre los que se pueden pro-
ducir mutaciones son los de los ARNr. Estos ARN forman parte de
los ribosomas y participan en numerosas funciones en el proceso
de biosintesis de proteinas por lo que, mutaciones en su secuencia,
pueden provocar fallos en la sintesis global de los péptidos codifi-
cados en el ADNmt.

4.1.3.1. Sordera inducida por aminoglicésidos y sordera
neurosensorial

Aligual que las mutaciones en el ARNtSeUCN descritas anterior-
mente, la sordera neurosensorial no sindrémica puede estar produci-
da también por una mutacién m.1555A>G, localizada en el ARNr 125
mitocondrial. Asimismo, esta mutacién es la causa de una sordera no
sindrémica inducida por aminoglicésidos, tales como estreptomici-
na, gentamicinay kanamicina. Parece que estos antibidticos actiian
sobre los ribosomas mitocondriales de la cdclea, incrementando
su unién al ARNr 12S y aumentando su susceptibilidad a producir
defectos en la traduccidn por estabilizaciéon de ARNt incorrectos.

4.1.4. Otras enfermedades asociadas a mutaciones puntuales
en el ADN mitocondrial

Ademés de las presentaciones patoldgicas y mutaciones pun-
tuales descritas anteriormente, se han encontrado otras muchas
asociadas a diversos sindromes o0 a combinaciones de sintomas que
no se encuadran en un sindrome determinado. Entre ellos podemos
citar: la sordera neurosensorial, que es una de las manifestaciones
clinicas secundarias comunes de varios sindromes mitocondriales,
pero que también se presenta como sordera aislada asociada a varias
mutaciones en el ADNmt, en particular en el ARNESeUN; e[ sindrome
de intolerancia al ejercicio, que se ha asociado fundamentalmente a
mutaciones en el gen codificante del citocromo b®“?; cardiomiopatias
de herencia materna, relacionadas con mutaciones en el ARNL'e;
LHONy distonia; miopatfas de herencia materna unidas a mutacio-
nes en diversos ARNL; anemia sideroblastica; deficiencia fatal de la
cadena respiratoria infantil; necrosis bilateral del estriado, etc. Sin
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ninguna duda, el espectro de fenotipos relacionados con mutaciones
en el ADNmt es mucho mayory aumentara en el futuro gracias a
la secuenciaciéon completa del ADNmt. En todos estos casos, y en
muchos otros que puedan presentarse y que no estan asociados a un
tipo de mutacién concreta, es muy conveniente, y quizd méas rapido,
secuenciar el ADNmt completo en lugar de ir buscando mutaciones
0 genes concretos.

4.2, Enfermedades causadas por deleciones del ADNmt

Otro tipo de enfermedades producidas por defectos en el ADNmt
se deben a la presencia de deleciones (pérdida de parte del ADN).
Aligual que las producidas por mutaciones puntuales afectan a la
biogénesis del sistema OXPHOS y, por tanto, a la sintesis de ATP.
Actualmente hay descritas numerosas deleciones distintas si bien,
unade ellas, la delecién comin de 4.977 pares de bases se encuentra
mucho mas frecuentemente. Se ha descrito una amplia variedad de
sindromes clinicos relacionados con deleciones del ADNmt, algunos
se describen a continuacion.

4.2.1. Sindrome de oftalmoplejia externa progresiva cronica
(CPEO)

Esta enfermedad esta caracterizada por oftalmoplejia, ptosis
bilateral de los parpados y miopatia. Ademas, suele iracompariada
de intolerancia al ejercicio y debilidad de las extremidades. En biop-
sias musculares se encuentran fibras rojo-rasgadas COX negativas.

En general, es una enfermedad benigna que suele apareceren la
adolescencia o en adultos jévenes. Se ha asociado fundamentalmen-
te a deleciones grandes y inicas en ADNmt que aparecen de forma
espontanea sin historia familiar. En particular, en nuestro laboratorio,
un 60% de pacientes con CPEQ presentan la delecién comun.

Asimismo, esta enfermedad se ha relacionado con deleciones
multiples de herencia autosémica recesiva o dominante y a mu-
taciones puntuales de herencia materna, incluida la mutacién
m.3243A>G causante de MELAS.

4.2.2. Sindrome de Kearns-Sayre (KS)

El sindrome de Kearns-Sayre, muy relacionado con el anterior,
es una enfermedad multisistémica progresiva caracterizada clinica-
mente por CPEQ, retinopatia pigmentaria, y bloqueo de la conduc-
cién cardiaca, que aparece antes de los 20 afios de edad, y que va
acompafado ademads de alguno de los siguientes sintomas: ataxia,
miopatfa mitocondrial, elevados niveles de proteina CSF, sordera,
demencia, fallos endocrinos y renales. La biopsia muscular muestra
fibras rojo-rasgadas y COX negativas. Los individuos que padecen
esta enfermedad suelen morirantes de los 40 afios. Esta enfermedad
estd causada por la presencia de deleciones grandes Unicas en el
ADNmt de aparicién espontdnea.

4.2.3. Sindrome de Pearson

El sindrome de médula 6sea-pancreas de Pearson es una en-
fermedad que afecta a la hematopoiesisy a la funcién pancreética
exocrina que aparece en los primeros afios de vida. Sus caracteres
clinicos mas comunes son anemia sideroblastica con vacuoliza-
cién de precursores de la médula 6sea, que se manifiesta con una
anemia macrocitica, trombocitopeniay neutropenia. Los nifios que
la padecen suelen morir antes de los tres afios de vida y, los que
sobreviven, gracias a numerosas transfusiones de sangre, suelen
desarrollar mas tarde un fenotipo de Kearns-Sayre. Este sindrome
estd causado por deleciones grandes Unicas del ADNmt de apa-
ricién esporadica.

Estos tres sindromes, CPEO, Kearns-Sayre y Pearson, tienen en
comun el estar causados por la presencia de grandes deleciones (de
2 a9 kb) en el ADNmL, que suelen aparecer de forma esporadica.
La mayor parte de las deleciones encontradas son Unicas, aunque
también se han descrito deleciones multiples, estan localizadas en
el arco grande comprendido entre los origenes de replicacion del
ADN, manteniendo siempre las secuencias requeridas para la repli-
caciény los promotores de la transcripcidn, y estan flanqueadas por
repeticiones directas de longitud variable (3-13 nt), lo que sugiere
que se producen por errores en el proceso de replicacién?), Una de
ellas, la delecién de 4.977 pb (delecién comun), aparece con mayor
frecuencia que las demas. Esta delecién elimina los genes com-
prendidos entre los nucledtidos 8483 (subunidad 8 de la ATPasa) y
13460 (ND5) del ADNmt (Fig. 2). Esta pérdida de genes implica que
los genomas no se puedan traduciry, por tanto, son dependien-
tes de complementacién con moléculas de ADNmt normales en la
misma mitocondria. Por ello, las deleciones se presentan siempre
en heteroplasmia, aunque pueden llegar a constituir un porcentaje
muy alto de la poblacién de ADNmt. La homoplasmia serfa incom-
patible con la vida. El umbral patoldgico se suele alcanzar cuando
el porcentaje de moléculas delecionadas supera el 60%. No existe
una clara relacién entre el fenotipo y el tipo, tamafio o porcentaje
del ADN delecionado, ya que la misma delecién puede dar lugar a
fenotipos diferentes.

4.3. Enfermedades asociadas a deplecion de ADN
mitocondrial

Por tltimo, el genoma mitocondrial puede causar enfermedades
no por la presencia de mutaciones propiamente dichas en su molé-
cula, sino por una disminucién considerable de los niveles de ADNmt
(deplecién de ADNmt). Los sindromes de deplecién mitocondrial
(MDS) son un grupo clinicay genéticamente muy heterogéneo, de
herencia autosémico-recesiva, que estan caracterizados por una
fuerte reduccién del nimero de copias de ADNmt especifica de te-
jido. No se ha identificado ninguna mutacién en el ADNmt, lo que
sugiere que estos sindromes estan producidos por defectos en genes
codificados en el ADNn implicados en la maquinaria de manteni-
miento del ADNmt (fallos de replicacién o desequilibrio en los niveles
de nucledtidos). Actualmente, se distinguen cuatro tipos diferentes
de formas de presentacidn: miopdtica, encefalomiopatica, hepato-
cerebral, y cerebrorenal“#45). Se considera que existe una deplecién
mitocondrial cuando los niveles de ADNmt estan por debajo de 30%
con respecto a controles emparejados por edad y sexo“647). Sin em-
bargo, en los casos graves se llega hasta valores por debajo de 5%. La
mayoria de ellos mueren en su infancia temprana, aunque algunos
alcanzan hasta la pubertad e incluso mucho més®“9. Se han asociado
varios genes a las distintas formas de sindrome de deplecién. La for-
ma miopdtica se caracteriza por una atrofia muscular proximal grave,
debilidad, hipotonia, dificultad para alimentacién. La creatina cinasa
(CK) suele estar muy aumentada en suero. Suele aparecer durante
el primer afio de vida y suelen morir pronto, aunque algunos nifios
llegan hasta la adolescencia. Esta forma se ha asociado a mutaciones
en el gen timidina cinasa-2 (TK2), una desoxirribonucleétido cinasa
especifica de la mitocondria que fosforila timidina, desoxicitidina
y desoxiuridina“®59, La forma encefalomiopdtica estd caracterizada
por retraso psicomotor grave, hipotonfa musculary convulsiones
generalizadas. Se ha relacionado con mutaciones en el gen que
codifica la subunidad B de la succinil-CoA sintasa, formadora de
ADP (SUCLA2)6", una enzima de matriz mitocondrial que cataliza
la sintesis reversible de succinil-CoA a partir de succinatoy CoA; con
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SUCLG1, que codifica la subunidad a de la succinato-CoA ligasa;
con la timidina fosforilasa y con RRMB2, ribonucleétido reductasa.
La forma hepatocerebral aparece muy temprano con vémitos, fallo
del desarrollo, hipoton(a e hipoglucemia. El sindrome de Alpers se
considera como una forma de sindrome de deplecién. El higado
muestra degeneracién grasa, fibrosis, desestructuraciény prolifera-
cién de conductos biliares®2. Esta forma de deplecién se ha asociado
amutaciones en los genes codificantes de desoxiguanosina cinasa
(DGUOK)®3), ADN polimerasa y&9, MPV17 y C100rf2 (twinkle)©559),
La primera fosforila desoxurribonucledtidos purinicos; la segunda
participa en la replicacién del ADN mitocondrial, y MPV17 es de
funcién desconocida. Recientemente se han detectado otros genes
que causan sindrome de deplecidn, entre ellos se encuentran RRM2B
(en la forma cerebrorenal), que codifica la subunidad pequena de
ribonucledtido reductasa inducible por el p53 citosélico®”, SUCLG1,
que codifica la subunidad a de la succinato-CoA ligasa, y PEO1, gen
de la helicasa mitocondrial twinkle859.

5. CRITERIOS DE PATOGENICIDAD DE MUTACIONES
NUEVAS EN EL ADN MITOCONDRIAL

El nimero de mutaciones descritas en el ADNmt es muy grande,
por lo que cabria pensar que se habr{a llegado ya al limite de cambios
en dicho ADN que puedan originar enfermedades. Sin embargo,
como se ha mencionado anteriormente, el genoma mitocondrial
presenta una alta tasa de mutacién y, es muy posible que todavia
se puedan encontrar otras muchas mutaciones patogénicas que
estén relacionadas con sindromes especificos o con nuevos fenoti-
pos. Ademés, debido a la alta variabilidad fenotipica, es probable que
fenotipos muy suaves pasen desapercibidos. Asi, en nuestro labora-
torio hemos descrito una nueva mutacién en el gen codificante de la
subunidad 1 de la citocromo c oxidasa asociada a un retraso mental
moderado con debilidad y fatigabilidad©®y varias relacionadas con
LHON®D, Ademads, la probabilidad de detectar una nueva mutacién
ha aumentado con la posibilidad de la secuenciacién completa del
ADNmt. En cualquier caso, no hay que olvidar que, tratdndose del
ADNmt, se debe secuenciar el ADN del tejido més afectado, ya que
no se puede descartar la presencia de mutaciones sométicas.

En todo caso, para que una nueva mutacién en el ADNmt pueda
considerarse patogénica necesita cumplir una serie de criterios que
se describen a continuacion. Estos criterios, muy sencillos en un
principio, se establecieron de forma precoz, cuando se empezaron
a describir mutaciones puntuales, pero que luego se han ido am-
pliando o modificando. No todas las mutaciones patogénicas llegan
a cumplir todos y cada uno de estos criterios, por lo que hay que
ser extremadamente cuidadoso en su aplicacién y tener una mente
abierta a la hora de determinar como patogénica a una mutacion,
con el fin de que pueda avanzar la medicina mitocondrial®9. Estos
son:

5.1. La mutacion debe de estar presente en pacientes
y ausente en individuos control

Una mutacién patogénica no debe de encontrarse en individuos
normales, sin embargo, hay muchas mutaciones claramente pato-
l6gicas pero que presentan una penetrancia incompleta, y pueden
encontrarse en miembros sanos del mismo pedigri en forma ho-
moplasmica (LHON). Hoy en dia hay cerca de 51.192 secuencias
del ADNmL, lo que representa un buen ndmero para comprobarsila
mutacién ha sido descrita o no anteriormente. Asimismo, también
podria ser cierto que mutaciones definidas en estudios poblacionales
podrian ser potencialmente patolégicas.

5.2. La mutacion debe de encontrarse en fondos
genéticos diferentes

Este criterio implica una asociacion independiente con el feno-
tipo y es imposible de cumplir en nuevas mutaciones.

5.3. Existencia de correlacion entre el porcentaje de
la mutacion y el fenotipo

Como se ha indicado, el nimero de moléculas de ADNmt es
muy elevado, por lo que pueden llegar a coexistir moléculas nor-
males con mutadas (heteroplasmia), que segregaran al azar entre
las células hijas durante la division celular (segregacion mitética). En
consecuencia, el fenotipo de una célula heteropldsmica dependera
de la naturaleza de la mutacién y del porcentaje de ADNmt mutado
que tenga. Cuando el nimero de copias de ADN mutado sobrepasa
un umbral, la funciéon OXPHOS estara comprometida, disminuiré la
sintesis de ATP y se desarrollara la enfermedad. Heteroplasmia no
es necesariamente sinénimo de patogenicidad. Cualquier variante
homoplésmica en el ADNmLt ha atravesado un estado heteroplas-
mico antes de fijarse en la poblacién como tal. Este criterio no es
aplicable, l6gicamente, a mutaciones homopldsmicas.

5.4. La mutacion debe de ser la mejor candidata a ser
patogénica

Con la secuenciacion completa del ADNmt es posible que apa-
rezcan varios cambios en su secuencia, por lo que habra que discernir
cudl de todas es la patoldgica. A veces, se encuentran mutaciones
nuevasy, st mas o menos cumple los criterios antes mencionados,
se dice que es patoldgica. Sin embargo, la posterior secuenciacién
del ADNmLt ha llevado al descubrimiento de otras mutaciones que
pueden ser mejores candidatas. Ademads, aunque durante mucho
tiempo se ha considerado que era imposible la coexistencia de mas
de una mutacién patoldgica en el mismo ADNmt, ya se han descrito
pacientes con dos mutaciones patoldgicas?.

Por otro lado, es bastante habitual que se descarten como pa-
toldgicas las mutaciones que se localizan en la regién de control del
ADNmt. En esta regién se encuentran las secuencias que juegan un
papel importantisimo en la regulacién de la replicacién y de la trans-
cripcién, aunque su funcién sea practicamente desconocida. Asimis-
mo, mutaciones sindnimas en los genes codificantes de proteinas,
que no producen cambio de aminoécido, podrian alterar potenciales
elementos de respuesta a las hormonas y afectar la regulacion de la
expresion del genoma. Finalmente, es muy posible que alguno de
los nucledtidos no codificantes de las regiones codificantes pueda
afectar el procesamiento de los ARN policistrdnicos que se originan
a partir de las tres unidades de transcripcién.

5.5. La mutacion debe afectar a nucleétidos muy
conservados evolutivamente

El grado de conservacién de un nucleétido determinado en el
ADN depende, muy frecuentemente, de laimportancia funcional que
tenga la posicién que ocupa. Por ello, es normal que una mutacién
patoldgica afecte a posiciones muy conservadas.

5.6. La mutacion debe afectar a dominios funcionales
importantes de las proteinas

Este punto es un poco consecuencia del anteriory tiene mucha
importancia. Por ello es imprescindible el conocimiento de la estruc-
turay funcién de las subunidades del sistema OXPHOS. Asimismo, la
mutacién puede afectara dominios funcionales en los ARNro ARNt
con pérdida de su funcién.
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5.7. La transferencia de un ADNmt con una mutacion
a lineas celulares sin ADNmt, debe de ir acompaiiada
de una transferencia del defecto molecular y/o celular:
construccion de cibridos transmitocondriales

Con todos los inconvenientes descritos anteriormente, es facil
comprender que son necesarias pruebas funcionales directas para el
establecimiento del caracter patogénico de una mutacién. Sin em-
bargo, esta demostracién no es una tarea facil, ya que los fondos
genéticos mitocondriales o nucleares, ast como el ambiente, pue-
den actuar como factores modificadoresy la capacidad para detectar
los defectos funcionalmente relevantes de las mutaciones pueden
depender del contexto del sistema experimental utilizado. En este
sentido, hoy en dia se considera que la mejor prueba para ver que
una mutacién en el ADNmt es patoldgica, es la construccion de lineas
celulares transmitocondriales. Estas consisten en la fusion de lineas
celulares humanas con otro fondo nuclear, y a las que se ha eliminado
su ADNmt (células rho 0), con plaquetas de un paciente que porten
la mutacién en el ADNmt a analizar364. Los hibridos con la nueva
mutacién y un control tendran el mismo fondo nucleary, por tanto,
se podré estudiar si hay cambios significativos. La transferencia del
fenotipo funcional del paciente a estos cibridos representa la mejor
evidencia de implicacién del ADNmt mutado en la enfermedad. Esta
técnica se ha usado mucho en los laboratorios de genética mitocon-
drial para determinar la patogenicidad de una mutacién.

Una de las metas para comprender mejor las enfermedades mi-
tocondriales, es la obtencién de animales de laboratorio con mu-
taciones en el ADNmt. Sin embargo, por el momento existen muy
pocos modelos animales con este tipo de mutaciones. Una explica-
cién bastante probable, para esta escasez de modelos de ratén, es
que las mutaciones del ADNmt més graves se eliminen de la linea
germinal femenina®. En todo caso, se debe mencionar que, por el
momento, no existe ningun modelo animal con mitocondrias que
posean mutaciones humanas.

6. INFLUENCIA DE LOS HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES
SOBRE LA ENFERMEDAD

Como consecuencia de la actividad de la cadena respiratoria,
la mitocondria es la principal fuente de produccién de especies re-
activas de oxigeno. La localizacion del ADNmt, muy préxima a la
membrana interna mitocondrial y sin proteccién por histonas, hace
que su tasa de mutacién sea mucho més elevada que la del ADNn.
Las mutaciones que se produzcan podran ser causa de enfermedad, y
algunas podrian sertan dafiinas que harfan inviables a los individuos
que las poseen. Sin embargo, muchas de las mutaciones pueden ser
més inocuasy fijarse en la poblacién como polimorfismos. Cada nue-
va mutacién que se introduce producird un genotipo mitocondrial
o haplotipo ligeramente diferente del original, dando lugar a una
nueva linea mitocondrial. El conjunto de haplotipos mitocondriales
estrechamente relacionados se conoce como haplogrupo.

Las variantes genéticas que definen los haplogrupos afectan a
todos los tipos de genes y, podrian ser factores de susceptibilidad
para el desarrollo de determinados fenotipos. Asi, tras el descubri-
miento de las mutaciones patoldgicas m.11778G>Aym.14484T>C,
se hizo evidente que un porcentaje elevado de los pacientes con
LHON pertenecia al haplogrupo mitocondrial ] y que esta variante
genética incrementa la penetrancia de estas dos mutaciones(©.
Este mismo haplogrupo esté sobrerrepresentado en individuos
centenarios?), y subrepresentado en pacientes con enfermedad
de Parkinson®®. Del mismo modo, el haplogrupo T predomina en
pacientes con astenozoospermia moderada, mientras que el H es

mas frecuente en individuos con buena motilidad espermética®.
Asimismo, en los ultimos afios ha habido una explosién de resulta-
dos ligando la variacién en el ADNmt al cdncer”9, envejecimientoy
enfermedades ligadas a la edad"", etc., lo que amplia el campo de
la patologia mitocondrial humana. Sin embargo, no siempre es po-
sible asociar un haplogrupo determinado a un fenotipo concreto72.

La explicacién del hecho de que el mismo haplogrupo mito-
condrial sea un agente de susceptibilidad, frente a determinadas
enfermedadesy a la vez uno de resistencia contra otros fenotipos,
se encuentra en el papel dualy antagénico del sistema OXPHOS: la
generacién de energia por un ladoy la de caloren el otro. Asi, las va-
riantes desacoplantes provocarfan una menor capacidad productora
de energfa, pero una mayor generacién de calory menor de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La pérdida en la eficacia productora de
energfa aumentaria la penetrancia de mutaciones patolégicas’3. Por
otra parte, una cadena desacoplada mantendria los intermediarios
portadores de electrones en un estado méas oxidado, reduciendo la
probabilidad de producir especies reactivas de oxigeno Yy, por tanto,
comportandose como un factor de resistencia frente a los fenoti-
pos dependientes del dafio oxidativo, como el envejecimientoy las
enfermedades asociadas a la edad.

7. DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

El diagnéstico de pacientes con sospecha de padecer una en-
fermedad mitocondrial supone todo un desafio debido a que, tanto
el conocimiento del espectro clinico como el niimero de defectos
genético-moleculares, estan continuamente en expansién>79. Las
manifestaciones clinicas de las enfermedades mitocondriales son
muy variadas y pueden afectar a una gran diversidad de érganosy
tejidos, ya que la sintesis de ATP se produce en todos ellos y a cual-
quier edad. Alguna de estas enfermedades presentan una serie de
aspectos clinicos, morfoldgicos y bioquimicos muy especificos que
permite encuadrarlas en sindromes bien definidos pero, en otros mu-
chos casos, fundamentalmente en la infancia, los sintomas son muy
poco informativosy solamente la presencia de alguna anormalidad
neuroldgica, acompafiada en ocasiones de aumento de dcido l&ctico
y de otros sintomas secundarios que afectan a diversos érganos,
proporciona alguna orientacién sobre la naturaleza mitocondrial de
estas enfermedades. De este modo, se puede encontrar un amplio
espectro de sintomas, con una gran variedad de presentaciones
clinicas diferentes. La presencia de uno o més de los sintomas ca-
racteristicos de estas enfermedades exige a continuacién un estu-
dio morfoldgico, histoquimico y bioquimico de las fibras musculares
paraasegurar la naturaleza de estas enfermedades. As{, con mucha
frecuencia se encuentran fibras rojo-rasgadas, fibras no reactivas a
la tincién histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa, y defectos en uno
o varios complejos de la cadena respiratoria. La heterogeneidad de
las manifestaciones clinicas, morfoldgicas y bioquimicas de estas
enfermedades hace imprescindible hoy en dia un estudio genético
de los pacientes y familiares. La confirmacién de una enfermedad
mitocondrial exige, ademés de la presencia de los sintomas clinicos
caracteristicos, un estudio muy profundo que implica necesaria-
mente a expertos de muy diversas éreas.

;Qué tejido se debe utilizar para los estudios de estas enferme-
dades? Como norma general habria que decir que el tejido mas afec-
tado, sin embargo, esto no es siempre posible. La biopsia muscular ha
sido el tejido de preferencia durante muchos afios y es imprescindible
para los estudios morfoldgicos, de actividad de la cadena respiratoria,
de ensamblaje de los complejosy para andlisis genético-moleculares
de delecion y deplecién del ADNmt. Las mutaciones puntuales de
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herencia materna pueden analizarse perfectamente en sangre, ori-
na, pelos, mucosa bucal, etc. La orina se ha mostrado también muy
eficaz en la deteccién de deleciones. Los fibroblastos son también
muy Utiles para los estudios enziméticos.

7.1. Manifestaciones clinicas

Como ya se ha mencionado, la caracteristica mas comun de las
enfermedades del ADNmt es la de ser trastornos multisistémicos
que pueden afectar practicamente a cualquier érganoyy tejido, pero
fundamentalmente a aquellos que més dependen de la energia mi-
tocondrial como son el sistemas nervioso y muscular, dando lugar
asindromes muy heterogéneos (Tabla 2). Sin embargo, también se
encuentran fenotipos en los que solo un tejido esta afectado, como
ocurre en LHON (nervio 6ptico) y en la sordera mitocondrial (células
cocleares).

La posibilidad de existencia de enfermedad mitocondrial se debe
de teneren cuenta cuando un paciente presenta una asociacion de
sintomas bastante inexplicable con un rdpido y progresivo curso de
la enfermedad implicando érganos o tejidos no relacionados entre st.
Entre las manifestaciones clinicas mas comunes se encuentran una
ovarias de las siguientes: encefalopatia, desérdenes motores, acci-
dentes cerebrovasculares, convulsiones, demencia, retraso mental,
miopatia, intolerancia al ejercicio, ptosis, oftalmoplegia, retinopatia
pigmentaria, atrofia éptica, ceguera, sordera, cardiomiopatfa, defec-
tos en la conduccién cardiaca, disfunciones hepéticas y pancredticas,
diabetes, defectos de crecimiento, anemia siderobléstica, pseudo-
obstruccién intestinal, nefropatias, acidosis metabdlicay otros mas
secundarios. En algunos casos se pueden asociar una serie de sin-
tomas con sindromes determinados, pero, en general, no se puede
delimitar con precisién porque el solapamiento de sintomas es muy
frecuentey el cursoy severidad de los mismos varia en los diferentes
individuos. Una buena lista de perfiles clinicos desde neonatos hasta
adultos puede encontrarse en magnificas revisiones de DiMauro y
Munnich(©go81,

7.2. Andlisis de laboratorio

Una de las manifestaciones bioquimicas mas comunes de las
enfermedades mitocondriales, aunque no de forma general ni espe-
cifica, es la elevacién de lactato por encima de 2,5 mM. Este, junto a
piruvato y su relaciéon molar, se debe de determinar en plasmayaser
posible en liquido cefalorraquideo. Para evitar resultados falsos, estos
andlisis se tienen que realizar en condiciones predeterminadas, las
muestras tienen que desproteinizarse y congelarse inmediatamente.

Al mismo tiempo se deben de estudiar los niveles de coenzi-
ma Q, folato, cuerpos cetdnicos, glucosa, aminoacidos, carnitina,
creatinina, urea, acidos grasos no esterificados, y niveles de hor-
monas cuando esté clinicamente indicado. Estos datos bioquimicos
se deben evaluar en conjunto, ya que la elevacién del lactato en
sangre es muy frecuente en pediatria por causas diferentes a una
alteracion mitocondrial, o bien secundaria a ciertos farmacos. Por
ello, el estudio del resto de metabolitos reafirma la posible existen-
cia de una acidemia lactica primaria, aumentando la especificidad
de las pruebas bioquimicas. Por otro lado, algunos pacientes con
enfermedad mitocondrial cursan con lactatos en sangre normales,
pero pueden presentar alguno de los otros metabolitos alterados,
lo que aumenta la sensibilidad de estas pruebas. Para casos de de-
ficiencia de coenzima Q1o, es muy importante su determinacién en
biopsias musculares y en fibroblastos. Recientemente se ha puesto
de manifiesto la importancia de determinar los niveles de folato
en sangrey en liquido cerebro-espinal, puesto que se ha visto que

TABLA 2. Criterios diagnésticos en enfermedades causadas por

mutaciones en el ADN mitocondrial.

Organo/tejido Manifestaciones clinicas/caracteres

Sistema nervioso * Encefalopatia
* Ataxia cerebelar
* Convulsiones
* Mioclonias
* Accidentes cerebrovasculares
* Retraso metal y psicomotor
* Demencia
* Migrafia
* Ceguera cortical
* Depresién
* Epilepsia
* Neuropatia periférica
Musculo * Miopatia progresiva
* Intolerancia al ejercicio
* Debilidad
* Oftalmoplejia
* Ptosis
* Mioglobinuria
Sangre * Anemia siderobléstica
* Acidosis l4ctica
* Pancitopenia
Ojo * Atrofia 6ptica
* Retinitis pigmentaria
* (Cataratas
* Diplopia
Oido * Sordera
Corazén * Cardiomiopatfa
* Defectos en conduccién cardiaca
Sistema endocrino ¢ Diabetes mellitus
* Diabetes insipidus
* Hipoparatiroidismo
* Hipotiroidismo
* Bajaestatura
Intestino * Pseudoobstruccién intestinal
* Vémitos
Pancreas * Disfuncién pancredtica exocrina
Higado * Fallo hepatico
RiAén * Sindrome de Fanconi
* Fallorenal
Morfologia muscular ¢ Fibras rojo-rasgadas en biopsias musculares
* Inclusiones paracristalinas en mitocondria
Histoquimica * Fibras COX negativas
Bioquimica * Disminucién de actividad de complejos
respiratorios y/o de enzimas respiratorias en
biopsias musculares

Laboratorio * Acidosis lactica en sangre
* Acidosis lactica en liquido cerebroespinal
* Hipoglucemia

algunas enfermedades mitocondriales, en particular el sindrome
de Kearns-Sayre, cursan con una deficiencia de folato cerebral283),

También es posible que estas anomalias bioquimicas no se pre-
senten en el paciente no descompensado, si se halla en condiciones
basales. Por ello, la seleccién de pacientes con sospecha clinica de
enfermedad mitocondrial requiere a veces la realizacién de pruebas
dindmicas que pongan de manifiesto la alteracién del metabolismo
energético. Estas pruebas deben de estar estandarizadas y se de-
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ben seguir exactamente los protocolos para su realizacién, de forma
que sea correcta la interpretacién de los resultados®. La recogida
de muestras bioldgicas en descompensacion es fundamental, ya
que puede evitar la realizacién de pruebas dindmicas, las cuales no
estdn exentas de riesgo, son dificiles de realizar correctamentey
son costosas.

Dependiendo de las sefales de enfermedad que se vayan encon-
trando, se tienen que considerar la realizacién de estudios oftalmo-
l6gicos, de neuroimagen, pruebas neurofisiolégicas, audiometria,
endoscopia, ensayos de funcién renal, agudeza visual, electro-
cardiogramas, ecocardiogramas, y espectroscopia de resonancia
magnética para determinar el metabolismo energético de cerebro
y musculo in vivo, etc.

7.3. Estudios anatomopatoldgicos

La muestra de eleccién para la realizacién de estudios histo-
quimicos, biogquimicos y genéticos es el tejido mas afectado por la
enfermedad, ya que el porcentaje de heteroplasmia suele ser mas
elevado y posee signos més claros que indican el padecimiento de
enfermedad mitocondrial. Entre ellos, el misculo es uno de los te-
jidos mas frecuentemente afectados en la patologia mitocondrial.

El anélisis histoquimico de biopsias musculares es uno de los
mas importantes para la deteccién de anormalidades mitocon-
driales. As{, una de las caracteristicas morfoldgicas mas tipicas de
estas enfermedades es la presencia de fibras rojo-rasgadas (RRF), en
biopsias musculares tefiidas con tricromo de Gomori modificado, o
con la reaccién para succinato deshidrogenasa (SDH) (Fig. 3). Las RRF
reflejan una acumulacién de mitocondrias anormales en tamafio y
numero en la zona subsarcolémicay entre fibras musculares, que
posiblemente se origina para intentar compensar el déficit energéti-
co. La disfuncién mitocondrial puede medirse también mediante la
utilizaciéon de marcadores histoquimicos para enzimas oxidativas, en
particular la presencia de fibras no reactivas a la tincién histoquimica
de la citocromo c oxidasa (COX negativas), permite observar la seve-
ridad de la deficiencia enzimética. Aunque hay que tener precaucién
en la interpretacion de los resultados, un modelo en mosaico de
actividad COX con mayoria de fibras rojo-rasgadas deficientes en
COX es altamente sugerente de enfermedad por mutacién hetero-
plédsmica en el ADNmt. Sin embargo, muchos pacientes pueden tener
biopsia normal o fibras musculares con proliferacién mitocondrial,
pero actividad COX normal. El ensayo SDH detectaré pacientes con
mutaciones en el complejo Il (completamente codificado en el ADN
nuclear), pero todavia no hay ensayos para valorar histoquimicamen-
te las actividades del complejo Iy lll, por lo que muchos pacientes
pueden quedar como no diagnosticados.

La microscopfa electrénica puede revelar la presencia de inclu-
siones paracristalinas o de mitocondrias con formay tamarfio anor-
males, aunque no es de mucho valor en el diagnéstico mitocondrial.

7.4. Estudios bioquimicos

Unas de las pruebas mds concluyentes de padecimiento de una
enfermedad del sisterna OXPHOS se obtiene mediante la determina-
cién de la actividad enzimética de los complejos respiratorios mito-
condriales. Estas pueden realizarse mediante estudios polarograficos
que calculan el consumo de oxigeno o espectrofotométricos que
miden las actividades de las enzimas respiratorias por separado. En
el primer caso, el consumo de oxigeno se determina en fracciones
enriquecidas en mitocondrias obtenidas de biopsias musculares
utilizando para ello un electrodo de oxigeno (electrodo de Clark).
Estos estudios pueden realizarse también en linfocitos, o a partir

FIGURA 3. Fibras rojo-rasgadas (RRF) obtenidas en biopsias musculares
mediante la tincién tricromo de Gomori modificada. Esta acumulacion
de mitocondrias anormales en la zona subsarcolémica, o espacio in-
termiofibrilar, es una de las manifestaciones caracteristicas que méas
frecuentemente aparecen en las enfermedades mitocondriales.

de células en cultivo (fibroblastos) permeabilizadas. El problema
de esta determinacién es que se deben realizar en material fresco,
recién recogido, sin haber pasado un periodo de congelaciény con
controles recogidos en las mismas condiciones.

Los analisis espectrofotométricos, més faciles de realizar, se pue-
den llevar a cabo en homogenados de tejidos, que requiere menor
cantidad de material de partiday pueden haberse mantenido con-
gelados. Los pacientes con mutaciones en el ADNmt muestran un
rango de actividades enzimaticas: normales, defectos aislados en
un complejo, o defectos multiples. Estos ultimos se suelen encon-
trar en pacientes con deleciones o mutaciones en genes ARNt que
llevan a defectos en la traduccién del mensaje genético. Los dos
ultimos casos pueden orientar en el siguiente paso del diagnds-
tico mitocondrial, el estudio genético. Sin embargo, se han descrito
casos con mutaciones en genes ARNt en los que solamente esta
afectado uno de los complejos respiratorios® o, por el contrario,
una mutacién en un gen codificante de proteinas puede afectar méas
de un complejo®d). En general, el tejido que debe ser analizado es
aquel en el que se expresa la enfermedad; como el musculo suele
estar siempre afectado, este serd el tejido de preferencia. Si no es
posible, al menos se debe de realizar biopsias de piel para estudios
en fibroblastos en cultivo.

Elandlisis de la actividad del sistema OXPHOS puede ser una guia
muy importante para poder continuar con los estudios genético-mo-
leculares. Sin embargo, a veces estas actividades son completamente
normalesy no se puede excluir una enfermedad mitocondrial por lo
que se debe de realizar también estudios moleculares.

7.5. Estudios de ensamblaje de complejos OXPHOS

El ensamblaje de los complejos que forman parte del sistema
OXPHOS se puede estudiar mediante electroforesis en geles nati-
vos de poliacrilamida (blue native polyacrylamide gel electrophoresis),
sin disociarlos en sus constituyentes polipeptidicos®”. Esta técnica
permite cuantificar los niveles de los complejos OXPHOS perfecta-
mente ensamblados y puede ser de gran ayuda a la hora de decidir
hacia donde enfocar los estudios moleculares. Asi, algunas de las
proteinas componentes de los complejos u otras especializadas,
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participan en el ensamblaje de los complejos y mutaciones en las
mismas pueden originar diversas enfermedades mitocondriales®®).
Ademds, estos complejos permanecen en su forma activa en el gel
y se puede determinar la actividad de los mismos(.

7.6. Analisis del pedigri y genético-moleculares

El estudio familiar puede dar pistas acerca del posible modo de
herencia de la enfermedad. Como ya se ha mencionado, las enfer-
medades del sistema OXPHOS, pueden presentarse tanto con un
tipo de herencia mendeliana (autosémica dominante, autosémica
recesiva o ligada al cromosoma X) o materna, debido al doble origen
genético de este sistema. Las enfermedades debidas a defectos en
el ADNmt, objeto de esta revisién, presentan fundamentalmente
una herencia materna cuando estan producidas por mutaciones
puntuales. Sin embargo, las mutaciones en el ADNmt pueden apa-
recer de forma esporadica, ser sométicas, etc. La historia familiary
el andlisis del pedigri puede ser uno de los principales indicios para
un diagndstico de patologia debida a mutaciones en el genoma
mitocondrial. Es muy importante preguntar por padecimiento de
sintomas, aunque sean secundarios, en familiares ya que, puede
darse el caso de que la mutacidn esté presente en otros miembros
de la familia, pero en un porcentaje muy bajo, de modo que no se
haya expresado toda la sintomatologia y que solo, al aumentar el
porcentaje de la mutacién en generaciones posteriores, aparezca el
sindrome completo. Este seguimiento es muy importante en nifios
con sospecha de enfermedad mitocondrial.

En el caso de deleciones multiples y deplecidn, a pesar de que
existe un dafio sobre el ADNmt, la causa puede ser debida a la accion
de otras proteinas codificadas en el ADNn implicadas en el manteni-
miento del sistema genético mitocondrial. En estos casos, y al igual
que con las protefnas componentes del sistema OXPHOS que estan
codificadas en el ADNn, las que participan en su ensamblaje, y mu-
chas otras presentan un modo de herencia mendeliana. En la parte
final del capitulo se hablard un poco de este tipo de mutaciones.

La heterogeneidad de las manifestaciones clinicas, morfolégicas
y bioguimicas de las enfermedades mitocondriales hace necesario
un andlisis genético-molecular para la confirmacién y mejor clasi-
ficacién de los sindromes. Para ello, los resultados de las investiga-
ciones previas deberfan guiar los estudios genéticos que se deben
de realizar.

¢Enqué tejido se deben de estudiar las mutaciones en el ADNmt?
La regla general indica que las mutaciones se deben analizar en el
tejido més afectado, ya que estas pueden aparecer en un Unico tejido
(sométicas). En el caso de mutaciones puntuales es muy normal rea-
lizar el estudio en ADN extraido de células sanguineas de las que se
puede extraer una gran cantidad de ADN, hecho importante cuando
hay que realizar muchos andlisis en busqueda de una mutacién.
Recientemente se estén utilizando otros tejidos de acceso facily no
invasivoy que presentan la mutacién en porcentajes incluso superio-
res alasangre. As{, se estan encontrando muy buenos resultados en
células epiteliales obtenidas de la orina, en la saliva, mucosa bucal,
raiz de pelo (fundamentalmente de cejas), etc., si bien la cantidad
de ADN que se puede obtener es relativamente baja. Todo esto ha
supuesto un gran avance dada la dificultad de realizacién de biopsias,
la negativa de muchos padres a que se lleven a cabo en los nifios
pequenos, y, sobre todo, para estudios familiares.

Hasta ahora se han descrito mas de 260 mutaciones puntuales,
pero solo un nimero pequefio de ellas (Tabla 1) se encuentran aso-
ciadas frecuentemente a sindromes concretos. El resto solamente
se han descrito en algunos casos y, la mayor{a, una sola vez. ;Qué

mutaciones hay que estudiar? Si los pacientes han sido evaluados
con precisién, el andlisis puede restringirse a unas pocas mutaciones
que representan la mayor parte de los casos. Solamente, ante la
presencia de defectos concretos en la actividad de la cadena respi-
ratoria, se debe de iniciar un estudio de otras mutaciones. Hoy en
dia, con el avance de las técnicas moleculares, y dado el tamafio
del ADNmt, es muy conveniente su secuenciacién completa que
permite estudiar mutaciones que solo se han descrito unavezy el
descubrimiento de nuevas mutaciones.

El método més comun para la determinacién de las mutaciones
puntuales comunes es el de amplificacién del ADN por la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior digestidén con enzi-
mas de restriccion. De este modo, se originan polimorfismos en la
longitud de los fragmentos producidos por estas enzimas (RFLP)
que se pueden analizar por electroforesis en geles de agarosa. La
tincidén con bromuro de etidio o la autorradiografia, en el caso de
haberse marcado radioactivamente el ADN, indicard la presencia
de la mutaciény el porcentaje de heteroplasmia (Fig. 4A). Este es
el caso de mutaciones patogénicas que producen los sindromes
concretos como LHON, NARP, Leigh, MELAS, MERRF, y algtn otro.
En el caso de no encontrar ninguna de las mutaciones comunes
o0 en caso de fenotipos no muy claros, que nunca se han asociado
a una mutacién en concreto, es muy conveniente secuenciar el
ADNmt completo (Fig. 4B). En cualquier caso, se debe de utilizar el
tejido méas afectado, ya que no se puede descartar la presencia de
mutaciones somadticas.

El estudio de deleciones del ADNmt se realiza habitualmente
en biopsias musculares, ya que raramente se encuentran en célu-
las sanguineas. Solamente se detectan deleciones en sangre en el
sindrome de Pearson.

El método mejory mas fiable para detectar las deleciones es
el de la hibridacién southern. Para ello, el ADN total se digiere con
un enzima de restriccién (Pvu Il o Bam HI) que corta el ADNmLt en
un Unico punto linearizandolo. Los fragmentos obtenidos se se-
paran por electroforesis en geles de agarosa y se transfieren a una
membrana de nailon o nitrocelulosa. La deteccién del ADNmt se
realiza mediante hibridacién con una sonda de ADNmt marcada
con radiactividad o con moléculas no radiactivas (digoxigenina), y
finalmente se visualiza por impresién fotografica directa o previa,
inmunodeteccidn de las moléculas. La imagen obtenida mostrara
una banda de tamafio igual al del ADNmt normal (16.569 pares de
bases) y, en el caso de presencia de deleciones, otras bandas de
menor tamario (Fig. 4C). La densitometria del autorradiograma per-
mite determinar el nivel de heteroplasmia. El problema fundamental
de esta técnica es que requiere cantidades elevadas de ADN que
no siempre es posible obtener de las pequefias biopsias de las que
se parte. Por otro lado, esta técnica es muy laboriosa y lenta. Para
superar este problema se utiliza con frecuencia la técnica de PCR
largo. Esta técnica consiste en la amplificacién del ADNmt completo,
utilizando una ADN polimerasa especial que permite laamplificacion
de fragmentos grandes de ADN Yy, utilizando cebadores situados en
la misma regidn, pero en direccién opuesta. El resultado es la sintesis
de una o varias moléculas lineales segun las deleciones que estén
presentes (Fig. 4D). El problema es que no indica el porcentaje de
moléculas delecionadas. Para esto, habria que realizarse la técnica
de southern blot o, mas rdpidamente, por gPCR. Si se utiliza la orina
para la determinacién de deleciones hay que hacerlo por la técnica
de PCR largo debido a la baja cantidad de ADN que se obtiene.

El anélisis de deplecién de ADNmt se puede realizar también
por la técnica de hibridacién southern descrita anteriormente, pero
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FIGURA 4. Andlisis molecular de mutaciones puntuales, delecionesy
deplecion en el ADNmt. A) Deteccién de la mutacion puntual T9176C
causante del sindrome de Leigh. Electroforesis en geles de agarosa
mostrando: a) fragmento de ADNmt amplificado de 308 pb. Digestion
delamplificado con la enzima de restriccion ScrFl que produce frag-
mentos de restriccién de b) 184,97y 27 pb en presencia de la mutacién
(homoplasmia para el ADN mutado) (el fragmento de 27 pb no se ve
por haber salido del gel); c) de 211,184, 97 y 27 pb (heteroplasmia,
coexistencia de moléculas normales y mutadas); d) de 211y 97 pb
(homoplasmico normal). B) Electroferograma obtenido por secuencia-
cién automaética del fragmento de ADN que contiene una mutacién.
El doble pico del panel superior (paciente) indica la presencia de la
mutacién m.4407G>A en heteroplasmia. C) Deteccion de deleciones
por la técnica de hibridacién southern. EL ADN total, digerido por la
enzima de restriccién Pvu Il, se sometid a electroforesis, se transfirié a
una membrana de nailony se hibridé con una sonda de ADNmt. Las
bandas de 16,5 kby de 8 kb representan una molécula de ADNmt nor-
maly delecionada en 8,5 kpb, respectivamente. M, marcador de pesos
moleculares. D) Deteccién de deleciones por la técnica de PCR largo. M:
marcador de pesos moleculares; C: control (mostrando una banda de
ADNmt normal); P: paciente (con una banda de ADNmt delecionado,
AADNmt). E) Andlisis de deplecién de ADNmt por la técnica de hibri-
dacion southern. La técnica se realiza igual que en D), pero hibridando
simultdneamente con dos sondas, una de ADNmty otra especifica
del gen nuclear para el ARNr 18S. Las dos sondas hibridan con dos
bandas distintas sefialadas como ADNmty ADNn, respectivamente. El
porcentaje de deplecidn se determina calculando la relaciéon ADNmt/
ADNNR en controly paciente.

hibridando la membrana que contiene los fragmentos de ADN con
sondas especificas para ADNmty para el ARNr 18S nuclear. La re-
lacion ADNmt/ARNr nuclearindicard la posible presencia de la de-
plecién (Fig. 4E). Actualmente se ha desechado préacticamente este
métodoy la presencia de deplecién se suele determinar de un modo
mucho més répidoy que exige mucha menor cantidad de ADN, por

la técnica de PCR cuantitativo a tiempo real. Esta técnica se realiza
con una sonda de ADNmt correspondiente a una regién conser-
vada del genoma que nunca se ha encontrado delecionada, y otra
sonda nuclear que normaliza el nimero de células presentes en la
muestra. De esta forma se pueden relacionar copias mitocondriales/
copias nucleares. Este tipo de analisis es muy delicado y los valores
obtenidos dependen de muchos factores, sexo, edad, tejido, etc.,
por lo que se debe de realizar siempre con controles de las mismas
caracteristicas que la muestra del paciente. Este hecho representa
una gran dificultad, ya que es muy dificil encontrar controles de
individuos sanos, en particular de nifios muy pequefios que son
los mayores candidatos a padecer del sindrome de deplecién del
ADNmt.

El analisis genético-molecular del ADNmt se deberfa llevar a
cabo cuando los ensayos clinicos, morfoldgicos, biogquimicos, etc.,
indiquen el padecimiento de una enfermedad de este tipo. Sin em-
bargo, hoy en dia, dada la rapidez con que se pueden realizar los
analisis moleculares, es muy frecuente que, ante una sospecha de
enfermedad mitocondrial, se secuencie completamente el ADN o
se estudien solamente mutaciones concretas.

7.7. Diagnéstico prenatal y consejo genético

El diagnéstico prenatal y consejo genético de enfermedades
causadas por defectos en el ADNmt de herencia materna, es muy
complejoy arriesgado debido a las caracteristicas de la genética
mitocondrial (segregacién mitdtica, niveles de heteroplasmia, efecto
umbral e influencia de factores genéticos y ambientales como mo-
dificadores fenotipicos). Cuando una madre posee un ADNmLt en
heteroplasmia, es imposible predecir qué porcentaje de las moléculas
mutantes heredarén sus hijos y en qué porcentaje estara presente
en cada uno de los tejidos. Esto se debe a que la mutacién segrega
alazaralo largo de la linea germinal materna en la que, ademas,
se producird un cuello de botella de forma que finalmente solo un
numero muy pequefio de moléculas de ADNmt daran lugar a las
150.000 que tiene el évulo maduro. De este modo, es posible que
encontremos, en una madre con heteroplasmia, dvulos con un por-
centaje de moléculas dafiadas que puede irdel 0 al 100%. Seguin el
6vulo que sea fecundado, la proporcién de heteroplasmia variara.
Por otro lado, las mitocondrias se distribuirdn entre las células hijas,
que derivan del cigoto, totalmente al azar por lo que el porcentaje
de moléculas mutadas también variaré en los tejidos que de ellas
se forman. Por ello, aunque se trasmita una mutacién a los hijos no
se puede predecir si tendran un fenotipo patoldgico. La presencia
o ausencia de una mutacién en vellosidades coriénicas y/o amnio-
citos, utilizadas para el diagnéstico prenatal, no permite deducir el
porcentaje de la mutacién en cerebro u otro tipo de tejidos del feto,
porlo que es imposible predecir el padecimiento de la enfermedad.
Por todo esto, con el estado actual de nuestros conocimientos, es
desaconsejable realizar anélisis prenatales.

En todo caso, cuando se ha tenido un hijo con una enfermedad
mitocondrial debida a mutaciones en el ADNmt, se debe aconse-
jar no tener otro mas. Aunque se haya tenido previamente un hijo
totalmente sano, el riesgo de tener otro afectado es muy elevado.

8. POSIBILIDAD DE PREVENCION DE TRANSMISION DE
MUTACIONES EN EL ADNmt ¢CON QUE CONTAMOS
AHORA?

Cuando una mujer es portadora de una mutacién patolégica
en el ADNmty quiere tener mas hijos, se le ofrecen una serie de
posibilidades:
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8.1. Donacidn de dvulos

La mujer puede entrar en un programa de donacién de évulos. Lo
comun es que la donadora sea sana, pero siempre serfa conveniente
secuenciar el ADNmLt para descartar posibles mutaciones.

8.2. Diagnéstico prenatal o preimplantacional

En el apartado 7.7, hemos descrito los problemas que plantea
el diagnéstico prenatal por las caracteristicas de la genética mi-
tocondrial. En el caso de preimplantacional, los problemas ser{an
semejantes, el que una célula no tenga una mutacién, no quiere
decir que otras la tengan.

8.3. Trasplante de niicleos a vulos donados
(técnica de los tres padres)

La técnica consiste en obtener un évulo de la que quiere ser
madre y es portadora de una mutacién en el ADNmt, extraerle
el nucleo por aspiracién y conservarlo. Recordemos que el ADNn
serd normal. Por otro lado, se obtiene un évulo de una donadora
sana, se elimina su nucleo por el mismo método y se le introduce
elnicleo de la portadora de mutaciones. El resultado serd un évulo
hibrido con un nicleo normaly con las mitocondrias normales de
la donadora. A continuacién, se fecunda este évulo. Esta técnica
se probd que funcionaba utilizando monosy, en los ultimos afios,
ha sido aprobada por el Parlamento Britdnico para ser aplicada en
humanos, aunque no tenemos conocimiento de que se haya utili-
zado, en el resto de los paises esté prohibida. La Unica vez que se ha
puesto en prdctica ha sido en México, donde no habia legislacidn
sobre el tema, y donde un médico americano la puso en préctica
con una familia jordana que habfa tenido varios hijos con el sin-
drome de Leigh y que todos habian fallecido. Como resultado de
la misma nacié un nifio que, hasta donde se sabe, es totalmente
sano, aunque tiene un porcentaje bajo de la mutacién en el ADNmL.
Claramente, la técnica habré que mejorarla para poder eliminar por
completo todas las mitocondrias que se puedan arrastrar durante
la aspiracion del nucleo.

8.4. Expresion alotdpica

Esta técnica consiste en disefar in vitro una versién normal del
gen mutado e introducirlo en el ntcleo de las células afectadas. Este
gen, al que se le habrd afiadido una secuencia que indique que es
una prote{na mitocondrial y que, por lo tanto, tiene que dirigirse a
la mitocondria, se expresaré en el nucleo, la proteina se sintetizara
en ribosomas citopldsmicos y se dirigird a la mitocondria gracias a la
secuencia sefial. De esta manera, las mitocondrias dafiadas podrian
sustituir la proteina mutada por una normal.

Esta técnica se ha utilizado solamente en cultivos celulares dando
resultados ambiguos.

9. GENES NUCLEARES CODIFICANTES DE PROTEINAS
MITOCONDRIALES

Como hemos visto en este articulo, de las més de 1.158 protei-
nas que forman la mitocondria (MITOCARTA), solamente trece estan
codificadas en el ADNmt, y forman parte de OXPHOS. El resto estdn
codificadas por el ADNn. En los Ultimos afios, y gracias a la secuen-
ciacién de nueva generacién (NGS), se han ido encontrando una
serie de estos genes que causan enfermedades mitocondriales (244
hasta 2016)©9. Estos genes han revelado nuevas rutas bioldgicas
esenciales implicadas en enfermedades de la cadena respiratoria
mitocondrial. Las consecuencias patoldgicas de mutaciones en el
ADNnR que afectan a la mitocondria son: 1) subunidades de OXPHOS;

2) mantenimiento y expresién del ADNmt; 3) biogénesis y regula-
cién del sistema de fosforilacion oxidativa (incluyendo la biosinte-
sis de cofactores relevante); 4) sintesis y transporte de nucledtidos;
5) composicién y dindmica de las membranas; 6) defectos en las
reacciones que generan sustratos (por delante de OXPHOS). Adn
as{, un gran grupo de estos genes no tienen todavia una funcién
molecular definida.

El andlisis de muestras de pacientes serd un gran método para
caracterizar e identificar nuevos genes causantes de enfermedades.
Porello, cabe esperar que la mayoria de las enfermedades mitocon-
driales se deban a mutaciones en este genomay que se transmitan
con un modo de herencia mendeliano. Hay también algunas en-
fermedades que pueden estar causadas por mutaciones tanto en
el ADNm como en el nuclear. As{, a modo de ejemplo, el sindrome
de Leigh puede estar producido por mutaciones en 80 genes dife-
rentes®.

Otros capitulos de este libro se dedican a enfermedades mi-
tocondriales originadas por mutaciones en genes codificados en
el ADNn.

Como hemos visto, las dificultades con las que nos encontramos
en el campo de las enfermedades mitocondriales son muchisimas,
lo que hace que no se tenga todavia un gran conocimiento de los
mecanismos patogenéticos y que no exista practicamente ninguna
estrategia terapéutica.

10. ASPECTOS RELEVANTES A TENER EN CUENTA

Se describe el sistema genético mitocondrial humano, sus ca-
racteristicas genéticas, enfermedades debidas a mutaciones en el
mismo, los criterios de patogenicidad de nuevas mutacionesy po-
sible prevencidn de trasmisién de las mutaciones.
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