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Summary

Title: Genetics of the mitochondrial DNA diseases

The mitochondrial diseases or diseases of the oxidative phosphorylation system (OXPHOS) consist of a group of disorders originated by
a deficient synthesis of ATP. OXPHOS is composed of proteins codified in the two genetic systems of the cell, the nuclear and the mito-
chondria genomes and, therefore, the mode of inheritance could be either mendelian or maternal. Due to the central role that mitochon-
dria plays in the cellular physiology, these diseases are, nowadays a social and health problem of great importance, and, although indivi-
dually they are clasified among the rare diseases, all together constitute a large variety of genetic disorders. Beside this, it is considered that
the mitochondria are involved, directly or indirectly, in a large percentage of the human diseases. In this review we will be mainly focussed
to describe, from a genetic point of view, the diseases caused by mitochondrial DNA damage, to show the special characteristics of the
mitochondrial genetic system, the different methods that are necessary to utilize for their correct diagnoses, remarking the difficulties to
study these pathologies, and the possible implication of the genetic variability of the genome in the development of these diseases. At the

end, a brief mention to the diseases caused by nuclear defects will also be made.

Introduccion

El sistema de fosforilacién oxidativa (sistema OXPHQOS),
se encuentra localizado en la membrana interna mitocon-
drial, esta formado por los complejos multienzimaticos de
la cadena respiratoriay la ATP sintasa, y constituye la ruta
final del metabolismo energético mitocondrial que con-
duce a lasintesis de ATP. Sin embargo, este sistema es mu-
cho més que la ruta principal productora de energia de la
célula. Asi, a través de la generacion de un gradiente elec-
troquimico, el sistema OXPHOS participa también en la pro-
duccion de calor, en el transporte de proteinas a la mitocon-
dria, en la regulacion de la apoptosis, en el mantenimiento
de los niveles de calcio celular y la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). ROS, calcioy ATP son compues-
tos que pueden disparar numerosas rutas bioquimicasy
alterar el estado homeostatico celular. De este modo, po-
demos decir que en el sistema OXPHOS acaba integran-
dose toda la informacion proveniente del exterior, ya seaen
forma de nutrientes o de oxigenoYy, finalmente, puede mo-
dificar los niveles de ciertos mensajeros celulares y enviar se-
fiales al nucleo.

Las células humanas contienen dos genomas bien di-
ferenciados: el nuclear (ADNn) o mayoritario por el nime-

ro de proteinas que codifica, y el mitocondrial (ADNmt) que,
por estar en un organulo subcelular, presenta una serie de
caracteres que lo diferencian claramente del anterior. La in-
mensa mayoria de proteinas que forman parte de la célula
estan codificadas en el ADNn. Solamente el sistema OX-
PHOS y el ribosoma mitocondrial dependen de la expresion
coordinada de ambos genomas, constituyendo un caso Uni-
coenlacélula. Este sistema esta constituido por alrededor
de 100 proteinas estructurales; 13 de ellas estan codifica-
das en el ADNmty el resto en el ADNn. Ademas, son nece-
sarias muchas mas proteinasy ARNs para mantenery expre-
sarel ADNmt, expresar e importar las proteinas mitocondriales
que estan codificadas en el nucleo, ensamblar los comple-
jos OXPHOS en la membrana interna mitocondrial, etc.
Asi pues, la biosintesis del sistema OXPHOS esta bajo el con-
trol de los dos sistemas genéticos de la célulay las enferme-
dades que se puedan originar por un mal funcionamiento
del mismo, pueden estar causadas por mutaciones en am-
bos ADNSs y, por tanto, mostrar patrones de herencia dife-
rentes, materno o mendeliano.

El término patologia mitocondrial abarca, tedrica-
mente a cualquier trastorno que tiene su origen en una de
las muchas rutas metabdlicas que tienen lugar en la mito-
condria, pero tradicionalmente, y debido a que las prime-
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ras mutaciones se descubrieron en el ADNmt, se ha utili-
zado para significar aquellas enfermedades causadas por
defectos en el sistema OXPHOS, Unica ruta metabdlica en
la que participan polipéptidos codificados en el ADNmt. Las
primeras mutaciones asociadas al mal funcionamiento de
este sistemay que generaban enfermedades, se descubrie-
ron en el ADNmten 1988'™. Desde entonces, el nimero de
mutaciones descritas en este genoma ha crecido enorme-
mente si bien algunas de ellas sélo se han presentado en un
Unico paciente. Asimismo, se han descubierto muchas mu-
taciones en genes mitocondriales codificados en el ADNn
que participan en el mantenimiento y expresion del ADNmt
y en la composicion y formacion del sistema OXPHOS?®. Sin
embargo, dada la complejidad de procesos en los que este
sistema participa, los mecanismos fisiopatogénicos son prac-
ticamente desconocidos, lo que impide el desarrollo de te-
rapias racionalesy, hoy en dia, practicamente no hay tra-
tamiento efectivo para ninguna enfermedad OXPHOS.

Debido al papel central que juega la mitocondria en la
fisiologia celular, las enfermedades mitocondriales son un
problema social y sanitario de primera magnitudy, aun-
que son individualmente raras, en su conjunto agrupan una
amplia variedad de trastornos genéticos. Ademas, hoy en
dia se considera que la mitocondria, sea en forma primaria
o secundaria, esta implicada en mas de la mitad de las en-
fermedades humanas®.

Las enfermedades mitocondriales responden a una gran
variabilidad fenotipica, con manifestaciones clinicas que
afectan a distintos érganos y tejidos por lo que su estudio
requiere la participacion de especialistas de muy diverso ori-
gen que aporten datos clinicos, morfoldgicos, bioquimicos
y genéticos que permitan un diagnostico correcto. Las ca-
racteristicas genéticas del ADNmt, su modo de herencia ma-
terna, el elevado nimero de copias presentes en las células
y la segregacion mitética, confieren a estas enfermedades
propiedades muy particulares.

Con este trabajo se pretende resumir los conocimientos
mas actuales que se tienen sobre las enfermedades debidas
a alteraciones en el ADNmty los diversos aspectos de su
diagndstico, asi como algunos detalles de mutaciones nu-
cleares que afectan al sistema OXPHOS, dentro de lo que se
podria llamar medicina mitocondrial.

El ADN mitocondrial humano

La existencia del ADNmt se describié por primera vez en
los afios 60. Sin embargo, no fue hasta los 80 cuando se
descubrieron los caracteres moleculares basicos del sistema
genético mitocondrial humano”*. Desde entonces, aunque
se han ido descubriendo proteinas que participan en los pro-

BOLETIN DEL ECEMC: Revista de Dismorfologiay Epidemiologia. Serie V. n° 7, 2008. ISSN: 0210-3893

GENETICA DE LAS ENFERMEDADES DEL ADN MITOCONDRIAL

cesos de mantenimiento y expresion del ADNmt, realmen-
te no se ha avanzado mucho en el conocimiento de su re-
gulacién e intercomunicacién con el ntcleo. El ADNmt hu-
mano es circular, consta de 16.569 pares de bases y contiene
informacién para 37 genes: 24 que participan en la maqui-
naria de sintesis de las proteinas codificadas en el propio ge-
noma (dos ARNr (12Sy 16S)y 22 ARNt), y 13 polipéptidos
que forman parte de cuatro de los cinco complejos multien-
ziméticos del sistema OXPHOS:

e Siete polipéptidos (ND 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6) son compo-
nentes del complejo | o NADH: ubiquinona oxido-re-
ductasa;

e Uno (cyt b) pertenece al complejo Il o ubiquinol: cito-
cromo ¢ oxido-reductasa;

e Tres (COI, Il, Ill) pertenecen al complejo IV o citocro-
mo c oxidasa;

e Dos pertenecen ala ATP sintasa (complejo V) (Figura 1).

FIGURA 1. Mapa genético y de transcripcion del
ADNmt humano.
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Los cfrculos internos muestran el mapa del ADNmt con los genes que
codifican: ARNr (ARNr 12Sy 16S), ARNt, mostrados con la abreviatura del
aminodacido que les corresponde, y secuencias codificadoras de proteinas
(ND: subunidades del complejo [; cyt b: subunidad del complejo Iil; CO:
subunidades del complejo IV; ATPasa 6 y 8: complejo V). Los circulos ex-
teriores muestran los ARNs transcritos de la cadena pesada, derivados de
las unidades de transcripcion H1y H2, respectivamente (barras negras), y
delaligera (barras abiertas). OHy OL representan el origen de replicaciéon
de la cadena pesadayy ligera, segun indican las flechas que estan a su la-
do, de acuerdo con el modelo clésico de replicacion. H1, H2 y L indican los
sitios de iniciacion de las tres unidades de transcripcién. Las flechas exte-
riores indican la direccién dela transcripcion de la cadena pesada y ligera,
respectivamente.
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El resto de los polipéptidos componentes del sistema
OXPHOS, asi como todo el complejo I, estan codificados en
el ADN nuclear. Porello, la biogénesis de este sistema cons-
tituye un caso Unico en la célula, ya que para su sintesis se
requiere la expresion coordinada de los dos sistemas ge-
néticos celulares.

Una de las caracteristicas mas llamativas del ADNmt es
que los genes que codifica se encuentran unos a conti-
nuacion de los otros sin nucledtidos intermedios ni intrones,
y que los genes de los ARNt se encuentran esparcidos entre
los genes de los ARNry los codificantes de proteinas, una
disposicion que tendrd consecuencias muy importantes pa-
ra el procesamiento o maduracion de los precursores de los
ARNs como se mostrard mas adelante. Asimismo, y curio-
samente, los genes codificados en el ADNmt estan distribui-
dos entre ambas hebras del ADN. La mayor parte (2 ARNT,
14 ARNty 12 polipéptidos) estan codificados en una de ellas
(cadena H), mientras que los 9 restantes (un polipéptido y
8 ARNY) lo estan en la cadena complementaria (cadena L).
En el ADNmt solamente existe una pequefa zona que no
codifica ningln gen, regidon denominada bucle D, donde se
encuentran localizados el origen de replicacion de la cade-
na H, los promotores de la transcripcién y los elementos re-
guladores de la expresion del ADN.

Desde finales de los afios 1970, se consideraba que la
replicacion del ADNmt se verificaba de un modo especial,
unidireccional y asimétrico, utilizando para ello dos orige-
nes de replicacion diferentes (Ouy Ov). De acuerdo con es-
te modelo, la sintesis del ADN se inicia en Ou por accién de
la ADN polimerasa gamma, especifica de la mitocondria,
que alarga un ARN iniciador originado por procesamiento
de un transcrito primario que se sintetiza a partir del pro-
motor L. La replicacion continta unidireccionalmente has-
ta alcanzar el seqgundo origen de replicacion (Ou), momen-
to en el cual comienza la sintesis de la segunda cadena
alargando también un pequefio cebador de ARN sinteti-
zado por una primasa'® . Sin embargo, en los Ultimos afos,
se ha cuestionado mucho este modelo de replicacion y se
ha propuesto que el ADNmt se replica de un modo bidi-
reccional y simétrico desde un Unico origen de replicacion,
a semejanza con el ADN bacteriano™ . Hoy en dia todavia
no se ha dirimido la cuestion, pero los modelos parece que
convergen en cierta manera?'.

Otra de las caracteristicas peculiares del ADNmt es que
las dos cadenas se transcriben completamente, mediante
tres unidades de transcripcion, a partir de tres puntos de ini-
ciacion, Hiy Ha para la cadena pesada y L para la cadena li-
gera, que originan tres moléculas policistrénicas. Posterior-
mente, estas moléculas precursoras, que se cortan en los
extremos5'y 3' de las secuencias de los ARNt, dando lugar
(Figura 1) a los ARNr, ARNty ARNm maduros (modelo de

puntuacion por el ARNt)*'222, Los ARNt situados entre los
genes de ARNry codificantes de proteinas, como se hain-
dicado anteriormente, actian como senales de reconoci-
miento para los enzimas que participan en el procesamien-
to de las moléculas de ARN policistronicas precursoras. Es
importante destacar, por laimportancia que tendra en la re-
gulacién de los distintos tipos de ARN que se van a sinteti-
zar, que las dos unidades de transcripcion de la cadena H se
solapan en la regién de los ARNt. La primera de las unida-
des, se transcribe muy frecuentemente, comienza en Hs, de-
lante del gen para el ARNt™, termina en el extremo 3' de
la region codificante de los ARNT, y es responsable de la sin-
tesis de los ARNr 12Sy 16S, del ARNt™ y del ARNt*™. La
terminacién de esta unidad de transcripcién esta provoca-
da por un factor de terminacién (mTERF), que se une a
una secuenciasituada en el gen del ARNt**“#*% | a 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, practicamente la totalidad de la cadena pesada. El
ARN policistrénico que se origina se procesa dando lugar
alos ARNm de 12 péptidos y a los 14 ARNt codificados en
esta cadena. Como se puede deducir de lo anteriormente
expuesto, el punto de iniciacion juega un papel muy impor-
tante en la regulacién de la expresion génicay explica el mo-
do dessintesis diferencial de ARNry ARNm™. En el caso dela
cadena ligera, la transcripcidon comienza en el sitio L, cerca-
no al extremo 5’ del ARN 18y da lugar al ARN iniciador de
la replicacion del ADN, a 8 ARNt, y a un ARNm. Para llevar
a cabo este proceso de transcripcion se necesita una ARN
polimerasa especifica (h-mtRPOL)* %, tres factores de trans-
cripcion implicados en la iniciacion (mtTFAy mtTFB1y
mtTFB2)?"2, y uno de terminacion (MTERF)?4%°, todos ellos
codificados en el ADNn. Muy posiblemente, la fosforilacion
o desfosforilacion del factor de terminacion puede ser una
indicacion de parada o continuacion de la transcripcion al
final de la zona de los ARNF'.

Como ya se ha indicado, el ADNmt codifica 13 protei-
nas cuya sintesis se verifica en ribosomas especificos de la
mitocondria, cuyos componentes estan codificados tanto
en el ADNmt (ARNr 12Sy 16S), como en el genoma nucle-
ar (~78 proteinas ribosémicas)*. Para la sintesis de estas pro-
teinas, la mitocondria utiliza un cédigo genético que difie-
re en algun detalle del cédigo genético universal. Asi, el
codon UGA codifica triptéfano en vez de ser un codoén de
terminacion, los codones AUA y AUU se utilizan también
como codones de iniciacion, y AGA y AGG son codones
de terminacion en lugar de codificar para arginina. Asi-
mismo, en el ADNmt estan codificados solamente 22 ARNt,
sin embargo, parece que son suficientes para leer los codo-
nes de los ARNm mitocondriales utilizando para ello un sis-
tema de apareamiento codén-anticodén mas sencillo que

BOLETIN DEL ECEMC: Revista de Dismorfologia y Epidemiologia. Serie V. n° 7, 2008. ISSN: 0210-3893



el del cédigo genético universal. Todos los polipéptidos
codificados y sintetizados en la mitocondria interaccionan
con los componentes del sistema OXPHOS que estan co-
dificados en el ADNn, sintetizados en el citosol y que se
importan ala mitocondria. Asi, la biogénesis del sistema OX-
PHOS depende de la expresion coordinada de los genomas
mitocondrial y nuclear.

Caracteristicas de la genética mitocondrial

La localizacion del ADNmt en un organulo citoplasma-
tico implica que la herencia de este genoma difiera de la del
ADNN. Asi, el nucleoy el ADN celular se duplican originan-
do una copia idéntica antes de cada division celular de for-
ma que las células hijas reciban una misma dotacion gené-
tica. Sin embargo, esto no ocurre exactamente asi con la
mitocondria y su ADN; ademas, la organizacion genética
tan compacta, sin nucledtidos intermedios niintrones, el al-
to nimero de copias de ADNmt que contiene cada célula,
y su alta vulnerabilidad, proporcionan unos caracteres ge-
néticos que los diferencian claramente de los del ADN nu-
clear, como se indica a continuacion.

1.- Modo de herencia: El ADNmt se hereda exclusiva-
mente por via materna. La madre trasmite el genoma mito-
condrial a todos sus hijos, hombres o mujeres, pero sélo és-
tas lo trasmiten de nuevo a la siguiente generacion. Esto
se debe al elevado nimero de copias de ADNmt que con-
tienen los évulos y a que las mitocondrias del espermato-
zoide se eliminan por un proceso activo en los primeros
estadios de division celular®.

2.- Poliplasmia: El nimero de moléculas de ADNmt va-
ria mucho de unos tejidos a otros. Asi, podemos encontrar
desde un numero muy bajo en las plaquetas, hasta unas
100.000 copias en el oocito. En cualquier caso, la mayor
parte de los tejidos contienen entre 1.000 y 10.000 copias
por célula, y cada mitocondria entre 2 y 10 moléculas de
ADN, organizadas en nucleoides. En un principio todas las
moléculas de ADNmt de un individuo son iguales (homo-
plasmia). Sin embargo, la aparicion de una mutacion pue-
de llevar a la existencia de dos poblaciones de ADNmt, nor-
maly mutada (heteroplasmia).

3.- Segregacion mitdtica: Cuando existe una heteroplas-
mia, las moléculas de ADNmt segregaran al azar entre las
células hijas durante la division celular pudiendo dar lugar
a tres posibles genotipos: homoplasmicos normal y mutan-
te y heteroplasmico, con porcentajes variables de ADNmt
mutado. En consecuencia, el fenotipo de una célula con he-
teroplasmia dependera del porcentaje y naturaleza del ADN
mutado que contenga. Como estas células son el origen de
los tejidos y érganos desarrollados, una de las caracteristi-
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cas de las enfermedades mitocondriales es que suelen ser
multisistémicas.

4.- Expresion umbral: Mientras un tejido tenga un por-
centaje de copias de ADNmt normal, éste podra funcionar
perfectamente al producir la cantidad necesaria de ATP pa-
ra su funcionamiento. Sin embargo, cuando los niveles de
ADNmt mutado sobrepasen un nivel determinado, diferen-
te para cada tejido, la produccién de ATP estara por debajo
de los minimos necesarios, la producciéon de ATP se verd afec-
tada, y, por debajo de un nivel umbral, podran aparecer
las manifestaciones de la enfermedad.

No todos los tejidos tienen las mismas necesidades ener-
géticas, por lo que no todos se afectaran al pasar los nive-
les umbrales de produccion de ATP. Los que se ven afecta-
dos preferentemente son el sistema nervioso y el muscular,
aunque se puede afirmar que cualquier tejido puede verse
afectado. Ademas, pueden tener niveles de heteroplasmia
distintos, a menudo mayores en tejidos postmitéticos co-
mo el cerebro o el musculo (ambos de dificil acceso), y me-
nores en tejidos mitéticos, como la sangre, que no son fia-
bles para el diagnostico de muchas patologias mitocondriales.

5.- Alta tasa de mutacion: El ADNmt es muy vulnerable,
presentando una tasa de mutacién esponténea que es unas
10-20 veces superior a la del ADN nuclear. Una de las posi-
bles explicaciones a este hecho es la acumulacion de radi-
cales libres de oxigeno, que se producen constantemente
en la mitocondria, y que dafian a un ADN con informacion
genética muy compacta, que no esta protegido por histo-
nas, y con mecanismos de reparacién menos eficaces. Por
tanto, en cualquier individuo se podria estar produciendo
continuamente a lo largo de la vida, una pequefa hetero-
geneidad en el ADNmt como consecuencia de las mutacio-
nes que se estan originando en sus células somaticas. Este
dafo mitocondrial pudiera ser la causa de la disminucion en
la capacidad respiratoria de los tejidos que tiene lugar en el
envejecimiento. En elafo 1999, el grupo de Attardi encon-
tré evidencias que apoyan esta teoria al demostrar que las
mitocondrias acumulan determinadas mutaciones con la
edad*.

Diagnéstico de las enfermedades
del ADNmt

Como se ha mencionado anteriormente, el ADNmt
codifica solamente proteinas que forman parte exclusiva del
sistema OXPHOS, por tanto, las enfermedades mitocondria-
les causadas por mutaciones en el ADNmt constituyen un
grupo de patologias que tienen como caracteristica comun
el estar producidas por una deficiencia en la sintesis de ATP.
De este modo, dentro de las enfermedades debidas a de-
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fectos en el metabolismo mitocondrial, son enfermedades
originadas concretamente por defectos que afectan a los
componentes de los complejos multienzimaticos |, lll, IV y/o
V. Desde 1998, cuando las primeras mutaciones en el ADNmt
se asociaron a enfermedades humanas, el nimero de mu-
tacionesy el espectro de enfermedades asociadas ha cre-
cido de modo espectacular. Conviene volver a recordar que
el sistema OXPHOS estd compuesto también por otras mu-
chas proteinas que estan codificadas en el genoma nuclear
y que, después de ser sintetizadas por los ribosomas cito-
plasmicos y de importarse al interior de la mitocondria, se
ensamblan con las proteinas codificadas y sintetizadas en
el interior del organulo. Aunque fundamentalmente, nos
centraremos en el diagnostico y enfermedades causadas
por dafios en el ADNmt, muchas de las aseveraciones que
se hagan servirdn también para las patologias originadas
por dafos en el ADNn codificante de proteinas mitocondria-
les.

Como se ha podido deducir de lo anteriormente di-
cho, las manifestaciones clinicas de las enfermedades del
sistema OXPHOS varian muchoy pueden afectar a una gran
diversidad de 6rganosy tejidos, ya que la sintesis de ATP
se produce en todos ellos y a cualquier edad. De este modo
se puede encontrar un amplio espectro de sintomas clini-
cos, con una gran variedad de presentaciones clinicas di-
ferentes. Esto hace que sea muy complicado poder hacer
una clasificacion muy clara de las mismas, si bien, algunas
de ellas presentan una serie de aspectos clinicos, morfolé-
gicos, bioquimicos y genéticos muy determinados que per-
mite encuadrarlas en sindromes bien definidos. Sin embar-
go, en la mayor parte de los casos, principalmente en la
infancia, los sintomas son muy poco informativos por no ha-
berse desarrollado completamente, y solamente la pre-
sencia de alguna alteracion neuroldgica, acompafada en
ocasiones de aumento de &cido lactico y de otros sinto-
mas secundarios que afectan a diversos érganos, nos orien-
tan sobre la naturaleza mitocondrial de estas enfermeda-
des. Su principal caracteristica es el incremento progresivo
de tejidos afectados durante el curso de la enfermedad, es-
tando el sistema nervioso central casi siempre involucrado
en los estadios avanzados. La confirmacién de una enfer-
medad mitocondrial exige, ademas de la presencia de los
sintomas clinicos caracteristicos, un estudio muy profun-
do que implica necesariamente a expertos de muy diver-
sas areas.

1.- Manifestaciones clinicas

Como ya se ha mencionado, las enfermedades del ADNmt
son multisistémicas, pudiendo afectar practicamente a ca-

si cualquier érgano y tejido, pero fundamentalmente a aque-
llos que mas dependen de la energia mitocondrial (como los
sistemas nervioso y muscular), dando lugar a sindromes muy
heterogéneos. Se podria generalizar diciendo que pueden
originar cualquier sintoma, en cualquier érgano o tejidoya
cualquier edad (Tabla 1). Sin embargo, también se encuen-
tran fenotipos en los que sélo un tejido esta afectado, co-
mo ocurre en LHON (Neuropatia Optica Hereditaria de Le-
ber) y en la sordera mitocondrial (células cocleares). La
posibilidad de encontrarnos frente a una enfermedad mi-
tocondrial se debe considerar cuando un paciente presen-
ta una asociacion de sintomas bastante inexplicable, con un
curso de la enfermedad rapido y progresivo, e implicando
6rganos no relacionados. Las manifestaciones clinicas mas
comunes se resumen en la Tabla 1. En algunos casos es
posible asignar una serie de sintomas a sindromes concre-
tos pero, en general, es muy complicado delimitarlos con
precision, porque el solapamiento de sintomas es muy fre-
cuentey el curso y gravedad de los mismos varia en los di-
ferentes individuos. Una buena lista de perfiles clinicos des-
de neonatos hasta adultos, puede encontrarse en magnificas
revisiones de DiMauro y Munnich®3,

2.- Anélisis de laboratorio

La manifestacion bioquimica mas comun de las enfer-
medades mitocondriales, aunque no general ni especifica,
es la aparicion de acidemia lactica. Esta, junto a piruvato y
su relacion molar, se deben de determinar en plasmay a ser
posible en liquido cerebro-espinal. La elevacion de lactato
puede o no iracompafnada de otras alteraciones bioqui-
micas como hiperamonemia, elevacion de la concentracion
plasmatica de algunos aminoacidos (alanina, prolina), ele-
vacién de los cuerpos cetdnicos, acidos organicos (metabo-
litos del ciclo de Krebs, 3-metil-glutaconato), cetoacidos,
4cidos grasos libres, con disminucién de la carnitina total y
libre, folato, coenzima Q10, etc., También es muy impor-
tante realizar estudios nutricionales y pruebas hematolégi-
cas. Es muy importante evaluar todos los datos bioguimicos
en conjunto, ya que la elevacion del lactato en sangre es
muy frecuente en pediatria por causas diferentes a una al-
teracion mitocondrial, o bien secundaria a ciertos farmacos.
Por ello, el estudio del resto de metabolitos reafirma la po-
sible existencia de una acidemia lactica primaria, aumen-
tando la especificidad de las pruebas bioquimicas. Por
otro lado, algunos pacientes con enfermedad mitocondrial
cursan con lactatos en sangre normales, pero pueden pre-
sentaralguno de los otros metabolitos alterados, lo que au-
menta la sensibilidad de estas pruebas. En la orina también
se deben realizar andlisis bioquimicos automatizados, ami-
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TABLA 1

ALGUNOS CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO
DE ENFERMEDADES CAUSADAS POR MUTACIONES

EN ELADNmt

ORGANO/TEJIDO

MANIFESTACIONES CLINICAS/ CARACTERES

Sistema Nervioso

Musculo

Sangre

Ojo

Oido

Corazoén

Sistema endocrino

Intestino

Pancreas
Higado

Rinén

Morfologfa muscular

Histoquimica

Bioquimica

Laboratorio

Genética

Modelos celulares
(cibridos)

Encefalopatia

Accidentes cerebro vasculares
Epilepsia

Ataxia cerebelar

Convulsiones

Mioclonias

Retraso mental y/o psicomotor
Migrafa

Ceguera cortical

Neuropatfa periférica

Miopatia progresiva
Intolerancia al ejercicio
Debilidad
Oftalmoplegia

Ptosis

Mioglobinuria

Anemia sideroblastica

Atrofia dptica
Retinitis pigmentaria
Cataratas

Sordera

Cardiomiopatfa
Defectos en conduccién cardiaca

Diabetes mellitus
Diabetes insipidus
Hipoparatiroidismo
Hipotiroidismo
Baja estatura

Pseudo obstruccion intestinal
Vomitos

Disfuncion pancreatica exocrina
Fallo hepatico

Sindrome de Fanconi
Fallo renal

Fibras rojo-rasgadas en biopsias musculares
Inclusiones paracristalinas en mitocondria

Fibras COX negativas

Disminucion de actividad de complejos
respiratorios y/o de enzimas respiratorias
en biopsias musculares, fibroblastos, etc.
Defecto de ensamblaje de los complejos
del sistema OXPHOS.

Disminucion de niveles de ATP

Acidosis lactica en sangre y/o liquido
cerebroespinal
Hipoglucemia

Herencia materna o esporadico

Defectos bioquimicos producidos por la
mutacién en el ADNmt
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noacidos y acidos organicos. Para casos de deficiencia de
coenzima Q10, es muy importante su determinacién en
biopsias musculares y en fibroblastos.

Esigualmente posible que estas anomalias bioquimicas
no se presenten en el paciente no descompensado si se ha-
lla en condiciones basales, por lo que la seleccion de pacien-
tes con sospecha clinica de enfermedad mitocondrial re-
quiere, a veces, la realizacion de pruebas dindmicas que
pongan de manifiesto la alteracion del metabolismo ener-
gético. Dichas pruebas deben de estar estandarizadas y se
deben seguir exactamente los protocolos para su realiza-
cion, de forma que la interpretacion de los resultados sea
correcta®. La recogida de muestras bioldgicas en descom-
pensacion es fundamental, ya que puede evitar la realiza-
cion de pruebas dinamicas, las cuales no estan exentas de
riesgo, son dificiles de realizar correctamente y son costo-
sas.

Dependiendo de las sefiales de enfermedad que se va-
yan encontrando, se tiene que considerar la realizacién de
estudios oftalmoldgicos, de neuroimagen, pruebas neu-
rofisiolégicas, audiometria, endoscopia, ensayos de funcion
renal, agudeza visual, electrocardiogramas, ecocardiogra-
mas, y espectroscopia de resonancia magnética para deter-
minar el metabolismo energético de cerebro y musculo in
vivo, etc.

3.- Estudios morfoldgicos e histoquimicos

Logicamente, el tejido mas afectado es el ideal para re-
alizar cualquier estudio histoquimico, bioquimico y gené-
tico, ya que el porcentaje de heteroplasmia suele ser mas
elevadoy poseen signos mas claros que indican el padeci-
miento de enfermedad mitocondrial. Aunque el musculo
es uno de |os tejidos mas frecuentemente afectados en la
patologia mitocondrial, en el diagnostico genético pueden
usarse biopsias de otros tejidos, como sangre, raices de pe-
los, semen, células de la mucosa bucal y las células epitelia-
les presentes en la orina, en orden decreciente de invasivi-
dad.

El estudio histoquimico de biopsias musculares es de
gran importancia para la deteccién de alteraciones mito-
condriales. Una de las caracteristicas morfolégicas mas ti-
picas de las enfermedades mitocondriales es la presencia de
fibras rojo-rasgadas (RRF), en biopsias musculares tefiidas
con tricromo de Gomori modificado, o con la reaccion pa-
ra succinato deshidrogenasa (SDH). La forma tan caracte-
ristica que tienen se deben a una acumulaciéon de mitocon-
drias anémalas en la zona subsarcolémica y entre fibras
musculares (Figura 2), que posiblemente se origina para in-
tentar compensar el déficit energético.
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FIGURA 2. Ejemplo de fibras rojo-rasgada obtenida
mediante la tincion tricromo de Gomori
modificada, a partir de una biopsia muscular de un
caso de sindrome de Kearns-Sayre.

También es muy frecuente realizar anélisis de marca-
dores histoquimicos para enzimas oxidativos, en particular
se trata de detectar la presencia de fibras no reactivas a la
tincién histoquimica de la citocromo c oxidasa (COX nega-
tivas) que indica la gravedad de la deficiencia enzimatica.
Los resultados, a veces, son contradictorios. Aungue un mo-
delo con mayoria de fibras rojo-rasgadas deficientes en COX
es altamente sugerente de enfermedad por mutacién he-
teroplasmica en el ADNmt, se encuentran muchos pacien-
tes con biopsias musculares normales o fibras musculares
con proliferacién mitocondrial pero actividad COX normal.

La microscopia electronica puede revelar la presencia de
inclusiones paracristalinas o de mitocondrias con formay
tamano alterados, aunque no es de mucho valor en el diag-
nostico mitocondrial®.

4.- Estudios bioquimicos

Una de las pruebas mas concluyentes de padecimien-
to de una enfermedad del sistema OXPHOS se obtiene me-
diante la determinacion de la actividad enzimatica de los
complejos respiratorios mitocondriales. Estas pueden re-
alizarse midiendo el consumo de oxigeno, mediante es-
tudios polarograficos, o por andlisis espectrofotométricos
que miden las actividades de los enzimas respiratorios
por separado.

En el primer caso, el consumo de oxigeno se debe de de-
terminar en fracciones enriquecidas en mitocondrias, obte-
nidas de biopsias musculares, utilizando un electrodo de oxi-
geno (electrodo de Clark). Estos estudios pueden realizarse
también en linfocitos, o en células en cultivo (fibroblastos)
permeabilizadas. El principal problema que presentan, es
que estas pruebas se deben de realizar en material fresco,
recién recogido, sin haber pasado un periodo de congela-
cion y con controles recogidos en las mismas condiciones.

Los analisis espectrofotométricos, mas habituales y fa-
ciles de realizar, se realizan en homogenizados de tejidos.
Por consiguiente, requiere menor cantidad de material de
partida y puede haberse mantenido congelado hasta su es-
tudio. Los pacientes con mutaciones en el ADNmt muestran
un rango muy variable de actividades enzimaticas como nor-
males, defectos aislados en un complejo, o defectos mul-
tiples. Los Ultimos, dan una orientacién casi definitiva sobre
el siguiente paso del diagnostico mitocondrial, el estudio
genético. En el caso de afectacion de un Unico complejo res-
piratorio se entiende que hay un defecto en alguna de las
subunidades proteicas de dicho complejo. Si son varios los
complejos respiratorios que presentan una deficiencia en
actividad enzimaética, es muy probable que nos encontre-
mos con defectos en genes codificantes de ARNt, ARNr, de-
leciones o deplecion del ADNmt. Sin embargo, se han des-
crito casos con mutaciones en genes ARNt en los que soélo
un complejo respiratorio esta afectado® o, por el contrario,
una mutacién en un gen codificante de proteinas puede
afectar a la actividad de mas de un complejo®. En general,
el tejido que debe ser analizado es aquel en el que se expre-
sa la enfermedad vy, si no es posible, al menos se deben re-
alizar biopsias de piel para estudios en células en cultivo.

5.- Estudios de ensamblaje de complejos
OXPHOS

Desde hace unos afnos, se viene aplicando una técnica
gue permite analizar los complejos OXPHOS sin disociarlos
en sus constituyentes polipeptidicos (blue native polyacryla-
mide gel electrophoresis)*'. Ademas, estos complejos per-
manecen en su forma activa en el gel. Esta técnica ha sido
aprovechada para cuantificar los niveles de los complejos
OXPHOS perfectamente ensamblados en relacién con diver-
sas mutaciones que provocan enfermedades mitocondria-
les*2. Aunque esta técnica no se puede aplicar directamente
para diagnostico, si que merece la pena citarla porque pue-
de aportar indicios claros del tipo de dafio que padecen los
complejos, fundamentalmente para el ensamblaje de las mu-
chas subunidades proteicas que los componen.
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6.- Caracteres genéticos y analisis
genético-moleculares.

Las enfermedades del ADNmt suelen presentar una he-
rencia materna. Sin embargo, pueden aparecer de forma
espordadica, somaticas, etc. Ademas, y como ya se ha
mencionado, las enfermedades del sistema OXPHOS,
pueden presentarse tanto con un tipo de herencia mende-
liana como materna, debido al doble origen genético de es-
te sistema. Sin duda, y como en todas las enfermedades ge-
néticas, el estudio familiar puede orientarnos, ya que las
enfermedades debidas a defectos en el ADNmt, objeto de
esta revision, presentan fundamentalmente una herencia
materna cuando estan producidas por mutaciones puntua-
les. Por tanto, la historia familiar y el andlisis del pedigri pue-
de ser fundamental para un diagnostico de estas patologi-
as. El médico, ante un posible caso de enfermedad del ADNmt,
debe preguntar si hay miembros en la familia que presen-
ten sintomas, aunque sean secundarios, caracteristicos de
estas enfermedades. En el caso de que la mutacién esté pre-
sente en otros miembros de la familia, pero en un porcen-
taje muy bajo, puede hacer que no expresen toda la sinto-
matologia y que sélo, al aumentar el porcentaje de la mutacion
en generaciones posteriores, aparezca el sindrome comple-
to. Este seguimiento, como se puede deducir, es muy im-
portante en niflos con sospecha de enfermedad mitocon-
drial.

En el caso de deleciones, duplicacionesy depleciones, a
pesar de que existe un dafio sobre el ADNmt, la causa del
mismo puede deberse a defectos en proteinas codificadas
en el ADNnimplicadas en el mantenimiento del sistema ge-
nético mitocondrial. En estos casos, al igual que con las pro-
teinas del sistema OXPHOS que estan codificadas en el ADNN
y las que participan en su ensamblaje, pueden presentar un
modo de herencia: autosémico recesivo, autosbmico domi-
nante o incluso ligada a sexo. No se debe de olvidar, en cual-
quier caso, que también se han descrito deleciones con he-
rencia materna.

La heterogeneidad de manifestaciones clinicas, mor-
folodgicas y bioquimicas de estas enfermedades hace nece-
sario un analisis genético-molecular para la confirmacion
y mejor clasificacién de los sindromes. Para ello, es muy im-
portante que los resultados de las investigaciones previas
guien los estudios genéticos que se deben de realizar.

Las enfermedades del genoma mitocondrial pueden de-
berse a tres tipos de dafo en el ADNmt: 1) Mutaciones pun-
tuales en genes de ARNt, de ARNry codificantes de prote-
inas; 2) deleciones; y 3) deplecién o disminucion del nimero
de copias del ADNmt. En el primer caso, la determinacién
de mutaciones asociadas a sindromes clinicos bien defini-
dos o a otros mas difusos, como sucede principalmente en
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la edad pediatrica, se puede realizar de una manera senci-
lla utilizando ADN extraido de células sanguineas. No obs-
tante, el tejido de eleccion debe de ser siempre el méas afec-
tado ya que pueden darse mutaciones sométicas. Sin embargo,
recientemente se estan utilizando otros tejidos accesibles
de forma poco invasiva (células epiteliales obtenidas de la
orina, de la saliva, mucosa bucal, raiz de pelo fundamental-
mente de cejas, etc.), que presentan la mutacion en porcen-
tajes incluso superiores a la sangre, y que estan dando muy
buenos resultados. 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 peque-
fios, y, sobre todo, para estudios familiares.

Hasta ahora se han descrito mas de 150 mutaciones pun-
tales pero sélo un numero pequefio de ellas (Tabla 2) se en-
cuentran con frecuencia en las distintas patologias. El resto
solamente se han descrito en algunos casos y, la mayoria,
unasolavez. ; Que mutaciones hay que estudiar fundamen-
talmente? Silos pacientes han sido evaluados con precision,
el analisis 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 cade-
na respiratoria, se debe de iniciar un estudio de otras muta-
ciones. Hoy en difa, con el avance de las técnicas y dado el
tamano del ADNmt, es factible su secuenciacion completa
y el descubrimiento de nuevas mutaciones.

El método mas comun para la determinacion de las mu-
taciones puntuales es el de amplificacion del DNA por la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR) y posterior diges-
tion con enzimas de restriccion para determinar los polimorfismos
en la longitud de los fragmentos producidos por estos en-
zimas (RFLP). La tincion con bromuro de etidio o la auto-
rradiografia, en el caso de haberse marcado el ADN, indica-
ra la presencia de la mutacion y el porcentaje de heteroplasmia
(Figura 3A). Este es el caso de mutaciones patogénicas
que producen los sindromes de LHON, NARP (Neuropatia,
Ataxia, Retinitis Pigmentosa), Leigh, MELAS (Miopatia Mi-
tocondrial, Encefalopatiay Acidosis Lactica), MERRF (Epi-
lepsia Mioclonica con Fibras Rojo- Rasgadas), y alguna otra.
En el caso de fenotipos no muy claros y que nunca se han
asociado a una mutacién en concreto, es muy convenien-
te analizar genes completos. Esto se puede realizar median-
te técnicas de cribaje como CSGE (Figura 3B), etc., que per-
miten una exploracion rapiday simultdnea de varios genes,
0 por secuenciacion directa como se ha indicado anterio-
mente (Figura 3C). En cualquier caso, y como ya se ha co-
mentado, se debe utilizar el tejido mas afectado ya que no
se puede descartar la existencia de mutaciones somaticas.

En el caso de patologias producidas por deleciones del
ADNmt, es fundamental que el estudio de las mismas se re-
alice en el tejido mas afectado, en la mayor parte de los
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casos se utilizan biopsias musculares. Raramente se encuen-
tran deleciones en células sanguineas, pero este hecho no
excluye su presencia en otros tejidos. Segun la experiencia
de nuestro laboratorio, en un mismo tipo de sindrome,
hemos encontrado deleciones sélo en musculo, en mus-
culoy sangre pero en muy baja proporcion, y en ambos te-
jidos en proporcion equivalente y alta.

El método mejory mas fiable para detectar deleciones
en el ADNmtes el de |a hibridacion Southern (ver Cuadro 1).

FIGURA 3. Andlisis genético-molecular de la
presencia de mutaciones puntuales, delecionesy
depleciones en el DNA mitocondrial.
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Panel A.- Deteccion de la mutacion puntual T9176C causante del sindrome
de Leigh. Electroforesis en geles de agarosa mostrando: a) fragmento de
ADNmtamplificado de 308 pb. Al digerir el amplificado con el enzima de
restriccion Scr Fl produce fragmentos de restricciéon de b) 184,97 y 27
pb en presencia de la mutacién (homoplasmia para el DNA mutado) (el
mas pequefio no se ve por salir del gel); c) de 211,184, 97y 27 pb (het-
eroplasmia, coexistencia de moléculas normales y mutadas); d)de 211y
97 pb (homoplasmico normal). Panel B.- Andlisis por la técnica de CSGE
(conformation sensitive gel electrophoresis) de la presencia de mutaciones.
La doble banda (heteroduplexes) indica la existencia de una mutacion
en el fragmento analizado. (C, control; P, paciente; HE, heteroduplexes;
HO, homoduplexes). Panel C.- Electroferograma obtenido por secuen-
ciacion automatica del fragmento del panel B que contiene una mutacion.
El doble pico del panel superior (paciente) indica la presencia de la mu-
tacion G4407A en heteroplasmia. Panel D.- Deteccion de deleciones
por la técnica de hibridacion Southern. EI DNA total, digerido por el enz-
ima de restriccion Pvu Il, se sometio a electroforesis, se transfirié a una
membrana de nylon y se hibridé con una sonda de ADNmt. Las bandas de
16,5 kb y de 8 kb representan una molécula de ADNmt normal y dele-
cionada en 8,5 Kpb, respectivamente. Panel E.- Deteccion de deleciones
por la técnica de PCR largo. M, marcador de pesos moleculares; C, con-
trol (mostrando una banda de ADNmt normal); P, paciente (con unaban-
da de ADNmt delecionado) Panel F.- Andlisis de deplecion de ADNmt
por la técnica de hibridacion Southern. La técnica se realiza igual que en
el panel E pero hibridando simultdneamente con dos sondas, una de AD-
Nmty otra especifica del gen nuclear del rARN 18S. Las dos sondas hib-
ridan con dos bandas distintas sefialadas como ADNmt y ADNn, respec-
tivamente. El porcentaje de deplecién se determina calculando la relacién
ADNMt/ADNnN en control y paciente.

El analisis genético-molecular del ADNmt deberia llevar-
se a cabo después de que los ensayos clinicos, morfolégi-
cos, bioquimicos, etc., indiquen la presencia de una enfer-
medad mitocondrial. Sin embargo, hoy en dia, dada la rapidez
con que se pueden realizar los anélisis moleculares, es bas-
tante frecuente que éstos se hagan después de que una ex-
ploracién clinica indique indicios de una enfermedad mito-
condrial, y antes de que se hayan podido estudiar otros
pardmetros, sobre todo en la infancia. Esta practica, aun-
gue muy comun, sobre todo cuando se piensa en la presen-
cia de mutaciones comunes, lleva a numerosos resultados
negativos y a posteriores reorientaciones en la busqueda de
mutaciones a medida que la sintomatologia se va haciendo
més determinada.

Se podria concluir que la complejidad del diagndstico
diferencial de estas enfermedades se debe esencialmente a
que ni la presentacion clinica, nilas alteraciones bioquimi-
cas detectadas por el andlisis de metabolitos en fluidos bio-
l6gicos, son orientativas del origen del defecto metabdlico,
dada la gran heterogeneidady superposicion de ambas. La
existencia de deficiencias enzimaticas parciales y/o multi-
ples contribuye a dificultar el diagnostico y la especificidad
tisular de la expresion bioquimica afade un problema mas,
ya que los resultados normales en un tejido no implican la
normalidad en otros. Esto hace que el diagnéstico bioqui-
mico y la localizacion del defecto genético solo se consiga
en muchos casos tras una larga serie de estudios bioqui-
micos y moleculares en diferentes tejidos, especialmente los
mas afectados clinicamente. En cualquier caso, el correcto
diagnostico de las enfermedades mitocondriales requiere
la utilizacion de servicios hospitalarios muy diversos y de per-
sonas altamente especializadas.

Cuadro 1

Método de hibridaciéon Southern para la deteccion de
deleciones y depleciones:

EI ADN total se digiere con un enzima de restriccion (Pvu Il o
Bam HI) que corta el ADNmt en un Unico punto linearizando-
lo. A continuacién separan los fragmentos obtenidos por elec-
troforesis en geles de agarosa y se transfieren a una membra-
na de nylon o nitrocelulosa. La deteccion 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 impresion fotogréfica directa o
previa inmunodeteccion de las moléculas. La imagen obte-
nida mostrara una banda de tamafio igual al del ADN normal
(16.569 pares de bases) y, en el caso de presencia de dele-
ciones, otras bandas de menor tamafio (Figura 3D). La den-
sitometria del autorradiograma permite determinar el nivel
de heteroplasmia. Las deleciones siempre se encuentran en
forma heteropldsmica ya que su presencia implica la elimi-
nacion de genes completos del ADNmt que hacen inviable
al individuo. El problema fundamental de esta técnica es
gue requiere cantidades elevadas de ADN que no siempre son
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TABLA 2

FENOTIPOS MITOCONDRIALES MAS FRECUENTES Y MUTACIONES EN ELADNmt ASOCIADAS A LAS MISMAS

ENFERMEDAD (SINDROME). CARACTERES CLINICOS MUTACION GEN
LHON - Neuropatia éptica hereditaria de Leber. Pérdida de vision aguda o subaguda por atrofia éptica severa G3460A ND 143, 44
bilateral. - Neuropatia retrobulbar. - Fondo de ojo con edema del disco 6ptico y tortuosidad de los vasos G11778A ND41
retinianos. Adgmés, pgeden presentarse: sindrome piramidal y/o cerebeloso, neuropatia periférica, alteracion T14484C ND645
de la conduccion cardiaca.

NARP.- Neuropatfa, ataxia y retinopatia pigmentaria. Mas combinacion variable de: Retraso desarrollo T8993G ATP646
psicomotor, demencia, epilepsia, debilidad muscular proximal, retraso mental. T8993C ATP647
Leigh (MILS).- Enfermedad neurodegenerativa muy severa, que aparece en el primer afo de vida, debida a un T8993G ATP648, 49
fallo grave en la produccion de energia en el cerebro en desarrollo. Caracterizada por: brotes con regresion de T8993C ATP647
adquisiciones psicomotoras, alteraciones respiratorias (hiperpneas, apneas) y de tronco cerebral; TAC/RMN

) : - ’ ; T9176C ATP650
cerebral con alteraciones simétricas de los nucleos de la base, talamo, tronco cerebral y astas posteriores de la
médula espinal. Ademas, puede presentar: vomitos y rechazo alimentos, parélisis oculomotoras, nistagmus, T9176G ATP6!
atrofia dptica, alteraciones de la deglucién y/o movimientos involuntarios y/o sindrome extrapiramidal, paralisis
facial, sindrome piramidal a veces con ROT's abolidos, hiperproteinorraquia con disminucién de velocidad de
conduccién nerviosa, leucodistrofia, lesiones espongioformes con desmielinizacion, proliferacion vascular y
astrocitosis.
MELAS.- Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios "stroke-like". Pueden coexistir con FRR. A3243G ARN{tLeu(UUR) 52
Ademads, dos de los siguientes: crisis epilépticas focales o generalizadas, demencia, cefaleas tipo migranas, Hot spot ARN{tLeu(UUR) 5
vomitos. De forma variable aparece: sordera neurosensorial, baja estatura, proteinas aumentadas en LCR,
calcificaciones de los ganglios basales, polineuropatia, demencia.
MERREF.- Epilepsia mioclénica y miopatia con FRR. Ademads, puede ir acompanada de demencia, sordera A8344G ARNtlys 53
neurosensorial, neuropatfa sensitiva, atrofia 6ptica, baja estatura, lipomas multiples en cuello y tronco, y G8363A ARNtlys 54
protefinas aumentadas en LCR. Hot spot ARNilys 5
Diabetes y Sordera A3243G ARN{Leu(UUR) 55
Sordera inducida por aminoglucésidos A1555G ARNr 12556

C1494T ARNr 12S

Sordera neurosensorial Hot spot ARN{Ser(UCN) 57
Lipomatosis multiple simétrica Hot spot ARNtlys 58
Intolerancia al ejercicio.- Intolerancia progresiva al ejercicio, debilidad de miembros proximales, a veces G12334A ARN{Leu(CUN) 59
acompanados de ataques de mioglobinuria. Presencia de FRR. Suelen ser casos esporadicos, sin historia Hot spot Citocromo b6o
familiar y las mutaciones sélo afectan al musculo. Estas mutaciones parece, por tanto, que son somaticas.
Necrosis Bilateral del estriado T14487C ND661
Distonia G14459A ND662
Pearson.- Anemia macrocitica refractaria asociada o no a neutropenia y trombocitopenia (vacuolizacion de Delecion unica Falta de

precursores eritroides y mieloides, hemosiderosis y sideroblastos en anillo en médula). Disfuncion pancreatica
exocrina, acidosis lactica, talla baja, mayor o menor grado de hidrops fetalis.

CPEO.- Oftalmoplegia externa crénica progresiva:oftalmoplegia, ptosis bilateral de los parpados y miopatia.
Ademads, suele ir acompanada de intolerancia al ejercicio y debilidad de las extremidades. FRR en biopsias
musculares COX negativas. Benigna.

Kearns-Sayre.- Inicio antes de los 20 afios. Caracterizada por CPEO, retinitis pigmentaria atipica y bloqueo de
la conduccion cardiaca. Suele ir acompanado de sindrome cerebeloso, ataxia, miopatfa mitocondrial, niveles
de protefna LCR (> 100mg/L), sordera, demencia, fallos endocrinos y renales. La biopsia muscular muestra FRR
COX negativas.

MNGIE.- Encefalomiopatia mitocondrial neurogastroin-testinal. Diarreas intermitentes, miopatfa mitocondrial,
neuropatfa periférica, encefalopatfa.

DIDMOAD (si es de inicio precoz, S. de Wolfram).- Diabetes Mellitus, diabetes insipida, atrofia 6ptica,
sordera neurosensorial.

Toni-Debré-Fanconi.- Nefritis tubulo-intersticial que conduce a un fallo renal. Encefalomiopatia con
leucodistrofia. Episodios de diarrea liquida, raquitismo, hiperpigmentacién cutédnea de areas expuestas a luz.

Deplecion del ADNmt.- Disminucién considerable de los niveles de ADNmt. Espectro clinico muy variado. Se
estan identificando diversas formas: miopética, hepato-cerebral, etc.

Alpers.- Polidistrofia rapidamente progresiva con pérdida neuronal, astrocitosis y espongiosis. Regresion
psicomotora y crisis mioclonicas. Microcefalia adquirida. Asimismo, puede estar asociado a: Insuficiencia
hepatocelular, tubulopatia tipo Fanconi, Miopatfa.

Delecion unica

Deleciones
multiples
A3243G

Delecion unica

Deleciones
multiples

Deleciones
multiples

Delecion

Depleciénde
ADNmt

Depleciénde
ADNmt

varios genese3

Falta de
varios genesé4. 65
Falta de
varios genese6-69
ARNtLeu(UUR) 70

Falta de
varios genes# 71,72

Falta de
varios genes’3-76
Falta de
varios genes’7-79
Falta de
varios genes8o. 81
Genes nucleares
implicados en
metabolismo de
nucleétidos82-87

DNA polimerasa
gammass. 89

Se puede encontrar una lista actualizada de mutaciones asociadas a distintos fenotipos en MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database, 2005 http:/Avww.mitomap.org.

Muchas mutaciones, no citadas en esta tabla, solamente han sido descritas una vez.
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posible de obtener de las muestras de que se parte. Para su-
perar este problema se utiliza con frecuencia la técnica de PCR
largo. Esta técnica consiste en la amplificacion del ADNmt
completo, utilizando una ADN polimerasa especial que per-
mite la amplificacion de fragmentos grandes de ADN y utili-
zando cebadores situados en la misma region pero en direc-
cién opuesta. El resultado es la sintesis de una o varias moléculas
lineales seguin las deleciones que estén presentes (Figura 3 pa-
nel E). Este método es también muy Util para mapear la zona
donde se encuentra la delecion y definir los limites de la mis-
ma. El anélisis de deplecion de ADNmt puede realizarse tan-
to por la técnica de hibridacién Southern descrita anterior-
mente utilizando sondas especificas para ADNmt y para el
ADNN, o, actualmente, por la técnica de PCR cuantitativo a
tiempo real, un método mucho mas répido y que exige mu-
cha menor cantidad de ADN. En el primer caso, la relacion de
las bandas de ADNmt con respecto a las de ARNr nuclear in-
dicard la posible presencia de la deplecion (Figura 3F). El estu-
dio de deplecion por PCR-cuantitativo en tiempo real se rea-
liza con una sonda de ADNmt para una regién conservada del
genoma que nunca se ha encontrado delecionada, y otra son-
da nuclear que normaliza el nimero de células presentes en
la muestra. De esta forma se pueden relacionar copias mito-
condriales/copias nucleares. Este tipo de analisis es muy deli-
cado y los valores obtenidos dependen de muchos factores,
como sexo, edad, tejido, etc. por lo que se debe de realizar
siempre con controles de las mismas caracteristicas que la
muestra del paciente.

7.- Nuevas mutaciones puntuales en el ADNmt y
criterios de patogenicidad

Como ya se ha indicado, el nimero de mutaciones pun-
tuales que se han descrito en el ADNmt asociadas a distin-
tos fenotipos es muy grande y, la mayor parte sélo se han
descrito una vez relacionadas con algun fenotipo muy con-
creto o comun. Esto hace materialmente imposible estudiar
cada una de las mutaciones de forma individual. Ademas,
existe una alta probabilidad de que existan fenotipos en los
que todavia no se ha logrado encontrar la mutaciéon que los
causa. Por todo ello, es bastante comun que se proceda a
una secuenciacion directa del ADNmt; bien de genes con-
cretos, si se conoce la deficiencia de un complejo determi-
nado, o de la totalidad del ADN, ya que su pequefo tama-
fio permite hacerlo de forma relativamente répida y los costes
son asequibles. En cualquier caso, y como ya se ha dicho,
no hay que olvidar que al tratarse del ADNmt, se debe se-
cuenciar el ADN del tejido més afectado.

En todo caso, el descubrimiento de una nueva mutaciéon
en el ADNmt necesita cumplir una serie de criterios para que
pueda ser considerada como patogénica, lo que no es una
tarea facil. Desde el principio se establecieron una serie de

criterios, inicialmente muy sencillos (no aparecer en indivi-
duos control, segregacion con el fenotipo, etc.,), que luego
se han ido ampliando. En el Cuadro 2, se hace una des-
cripciéon de los mismos, si bien hay que dejar muy claro
gue no siempre una mutacion patolégica llega a cumplir to-
dos ellos y, sin embargo, no puede descartarse su patoge-
nicidad.

Enfermedades causadas por mutaciones
en el ADNmt

Como ya se ha indicado anteriormente, las manifesta-
ciones clinicas de estas enfermedades son muy variadas. En
algunos casos pueden encuadrarse en sindromes bien de-
finidos, otras veces presentan solapamiento de sintomas
y, hay que estar preparados para encontrar fenotipos muy
diversos que estén producidos por mutaciones en el ADNmt.
El nimero de trastornos que podemos encontrarnos es muy
grande, por eso, en esta revision, mostraremos, de forma
esquematica, sélos los mas frecuentes indicando las mu-
taciones comUnmente asociadas a los mismos o genes “hot
spot” donde se han encontrado, aunque sea con baja fre-
cuencia, mutaciones relacionadas con dichas patologias (Ta-
bla 2).

Ademaés, en las enfermedades mitocondriales encontra-
MOS Cosas Muy curiosas, como que un mismo fenotipo pue-
de estar causado por distintas mutaciones, o que una mis-
ma mutacion puede originar distintos fenotipos. Asi, la
mutacion A3243G en el gen ARNtW® se ha encontrado
(Tabla 2) en MELAS, sordera y diabetes, diabetes aislada,
neuropatia periférica, fallo cardiaco congestivo, estatura
cortay ataques, esquizofrenia, enfermedad renal, lipomas
y oftalmoplegia progresiva externa crénica (CPEO), poli-
microgiria, dismotilidad géstrica, nefropatia progresiva y
miopatia aislada. La mutacién A3243G se encuentra habi-
tualmente en forma heteroplasmicay es muy probable que
el porcentaje de heteroplasmia y la segregacion replicativa
puedan ser la razén para la multitud de fenotipos en los que
se ha observado. Lo mismo ocurre con la mutacion T8993G,
que en baja heteroplasmia (80-90%) se asocia a NARP mien-
tras que a niveles superiores se encuentra relacionada con
el sindrome de Leigh. Asimismo, también hay fenotipos con-
cretos que estan producidos por mutaciones localizadas en
genes muy diferentes.

El espectro de fenotipos relacionados con mutaciones
en el ADNmt es seguramente mucho mayor y aumentara
en el futuro. Del mismo modo, se esta estudiando el papel
que puede jugar el dafio en el ADNmt en enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer, e incluso
en cancer, entre otras patologias.
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Cuadro 2
Criterios que deben cumplirse para que una mutacién
pueda considerarse patogénica.

1. La mutacion debe de estar presente en pacientes y ausen-
te en individuos control. Sin embargo, hay muchas mutacio-
nes que claramente son patolégicas pero que presentan una
penetrancia incompleta, por lo que pueden encontrarse en
miembros sanos del mismo pedigri. Lo contrario también po-
dria ser cierto, mutaciones que se han definido en estudios
poblacionales podrian ser potencialmente patolégicas.

2. La mutacién debe de encontrarse en haplogrupos mitocon-
driales (variantes genéticas) diferentes, indicando, de esta for-
ma, una asociaciéon independiente con el fenotipo. Este crite-
rio es imposible de cumplir para nuevas mutaciones.
Existencia de correlacion entre el porcentaje de la mutaciény
el fenotipo. Como se ha indicado, el nimero de moléculas de
ADNmt es muy elevado y la aparicién de una mutacién lleva
ala existencia de dos poblaciones de ADNmt, normal y muta-
da (heteroplasmia), que segregardn al azar entre las células
hijas durante la division celular (segregacion mitotica). En con-
secuencia, el fenotipo de una célula heteroplasmica depen-
derd de la naturaleza de la mutacion y del porcentaje de ADNmt
mutado que tenga. Cuando el nimero de copias de ADN mu-
tado sobrepasa un umbral, la funcién OXPHOS estard com-
prometida, disminuira la sintesis de ATPy se desarrollara la en-
fermedad. Heteroplasmia no es necesariamente sinénimo de
patogenicidad. Cualquier variante homoplasmica en el ADNmt
ha atravesado un estado heteroplasmico antes de fijarse en la
poblacién como tal. Este criterio no es aplicable, I6gicamen-
te, a mutaciones homoplasmicas.

La mutacién debe afectar a nucleétidos muy conservados evo-
lutivamente. Cuanta mayor importancia funcional tenga una
posicion nucleotidica determinada, ésta tendra una alta con-
servacion evolutiva. Sin embargo, también nos podemos en-
contrar mutaciones patolégicas que, aunque no estén muy con-
servadas evolutivamente, presenten mutaciones compensatorias.

3. La mutacion debe afectar a dominios funcionales impor-
tantes. Este es un punto de mucha importancia, sin embargo,
todavia no se conocen la estructura y funcién de algunas su-
bunidades OXPHQOS, nilos dominios funcionales en los ARNr
o ARNt. Antes de calificar como patolégica a una mutacion
determinada, es recomendable hacer una consideracion muy
rigurosa de todas las mutaciones que se encuentren en el
ADNmt de un paciente. De alguna manera, estamos incidien-
do en la importancia de la secuenciacion completa del ge-
noma mitocondrial. A veces, encontramos una mutaciony, si
mas 0 menos cumple los criterios antes mencionados, la da-
mos como patoldgica. Sin embargo, la posterior secuencia-
cion de la molécula de ADNmt completa ha llevado al descu-
brimiento de otras mutaciones que pueden ser mejores
candidatas. Ademas, aungue durante mucho tiempo se ha
considerado que eraimposible la coexistencia de méas de una
mutacion patolégica en el mismo ADNmt, ya se han descrito
pacientes con dos mutaciones patolégicas®.
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4. Es bastante habitual que se descarten como patolégicas las
mutaciones que se localizan en la region de control del ADNmt.
En esta region se encuentran zonas del ADNmt que juegan un
papel importantisimo en la regulacién de la replicacién y de la
transcripcion aunque su funcién sea practicamente descono-
cida. Sin embargo, no deja de ser llamativo el hecho de que
un genoma que presenta una gran economia de espacio (no
tiene secuencias intrénicas, sin apenas nucleétidos no codifi-
cantes entre los genes, con genes solapantes, con codones de
terminacién no codificados en el ADNmt, con ARNry ARNt
mas pequenos que los citosélicos o procariéticos), manten-
gan segmentos en la region de control sin funcién aparente.
Asimismo, mutaciones sinonimas en los genes codificantes
de proteinas, que no producen cambio de aminoéacido, podri-
an alterar potenciales elementos de respuesta a las hormonas
y afectar la regulacion de la expresién del genoma. Finalmen-
te, es muy posible que alguno de los nucleétidos no codifican-
tes de las regiones codificantes puedan afectar el procesa-
miento de los ARNSs policistronicos que se originan a partir de
las tres unidades de transcripcion. Por todo ello, es muy acon-
sejable la secuenciacion del genoma mitocondrial entero
para una determinacion exacta de la patogenicidad.

5. Cibridos transmitocondriales: Con todos los inconvenien-
tes descritos anteriormente, es facil comprender que son
necesarias pruebas funcionales directas para el establecimien-
to seguro del caracter patogénico de una mutacion. Sin em-
bargo, esta demostracion no es una tarea facil, ya que los fon-
dos genéticos mitocondriales o nucleares, asi como el ambiente,
pueden actuar como factores modificadores y la capacidad
para detectar los efectos funcionalmente relevantes de las mu-
taciones pueden ser altamente dependientes del contexto del
sistema experimental utilizado. Asf, con el fin de poder esta-
blecer si una mutacion en el ADNmt interfiere a nivel molecu-
lar con la fisiologfa celular, se han desarrollado modelos celu-
lares formados por células carentes de ADNmt (células rha®),
alas que se les han introducido mitocondrias de pacientes con
mutaciones en el ADNmt°" 2. Estos cibridos transmitocondria-
les resultantes de la fusion de las células rho0 con plaquetas
del paciente, que carecen de ADN nuclear, contendran mi-
tocondrias con ADNmt mutado en un medio nticleo-citoplas-
mico “tedricamente” normal y permitirdn caracterizar, tan-
to a nivel bioguimico como molecular, los mecanismos moleculares
danados que son responsables de la patogenicidad. Asimis-
mo, y con el objetivo de tener modelos animales con enfer-
medades mitocondriales, se ha empezado a preparar ratones
knock-out de genes nucleares que pueden afectar al mante-
nimiento del ADNmt. Por el momento existen muy pocos mo-
delos animales con mutaciones en el ADNmt. Entre ellos, uno
es un ratén con una mutacion en el ARNr 16S%, otro porta una
delecion en el ADNmt®, y otro tiene una mutacién en la su-
bunidad | de la citocromo oxidasa®*. Una explicacion bastan-
te probable para esta escasez de modelos de ratén, es que las
mutaciones del ADNmt mas severas parece que se eliminan
de la linea germinal femenina®. En todo caso, se debe men-
cionar que, por el momento, no existe ningtin modelo animal
con mitocondrias que posean mutaciones humanas.
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Influencia de haplogrupos mitocondriales y
ambientales sobre la enfermedad

Como consecuencia de la actividad de |la cadena respira-
toria, la mitocondria es la principal fuente de produccion de
especies reactivas de oxigeno. Al estar el ADNmt localizado
muy proximo a la membrana interna mitocondrial su tasa de
mutacion es mucho mas elevada que la del ADN nuclear. Mu-
chas de estas mutaciones seran causa de enfermedad como
ya se ha mencionadoy, algunas podrian ser tan dafiinas que
hacen inviables a los individuos que las poseen. Sin embar-
go, muchas mutaciones pueden ser mas inocuas y fijarse en
la poblacion. Cada nueva mutacion que se introduce produ-
cird un genotipo mitocondrial o haplotipo ligeramente dife-
rente del original, dando lugar a una nueva linea mitocon-
drial. 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 feno-
tipos. Asi, tras el descubrimiento de las mutaciones G11778A
y T14484C, se hizo evidente que un porcentaje elevado
de los pacientes con LHON pertenecia al haplogrupo mi-
tocondrial J y se piensa que esta variante genética incremen-
ta la penetrancia de estas dos mutaciones causantes de
LHON?®, Asf, variantes desacoplantes mas mutaciones pa-
toldgicas provocarian una menor capacidad productora de
energfa®. Este mismo haplogrupo se ha encontrado sobre-
representado en individuos centenarios', y subrepresen-
tado entre pacientes con enfermedad de Parkinson'”'. Del
mismo modo, el haplogrupo T predomina en pacientes con
astenozoospermia moderada, mientras que el H es mas fre-
cuente en individuos con buena motilidad espermatica'®.
En los Ultimos afios ha habido una explosion de resultados
ligando la variacion en el ADNmt al cancer'®, envejecimien-
toy enfermedades relacionadas con la edad'™ %, etc. Sin
embargo, no siempre se puede asociar un haplogrupo de-
terminado a un fenotipo concreto'®.

La explicacion del hecho de que un mismo haplogrupo
mitocondrial pueda ser unas veces fuente de susceptibili-
dad para determinadas enfermedades y, a la vez, de resis-
tencia contra otras, puede venir dada por el papel dual y an-
tagoénico del sistema OXPHOS: generacién de energia por
un ladoy de calor por otro. De este modo, las variantes des-
acoplantes producirian menos energfa, menos especies
reactivas de oxigeno, pero una mayor generacion de calor.
La disminucion en la eficacia productora de energia aumen-
taria la penetrancia de las mutaciones patolégicas®. Por otra
parte, una cadena respiratoria desacoplada mantendria en
un estado mas oxidado a los intermediarios portadores de
electrones, reduciendo la produccion de especies reactivas

de oxigeno y comportandose como un factor de resistencia
frente a los fenotipos dependientes del dafio oxidativo co-
mo el envejecimiento y las enfermedades asociadas a la
edad'’.

A menudo, la sordera mitocondrial se produce por el tra-
tamiento de pacientes con aminoglucésidos (Tabla 2). Asi,
se han descrito dos mutaciones asociadas con este tipo de
sordera. La primera, y mas comun, es la mutaciéon A1555G
enel ARNr 12Sylasegunda en la posicion C1494T del mis-
mo gen, que forma un apareamiento no canénico con la
anterior®’. Cualquiera de estas dos mutaciones establece un
nuevo par Watson-Crick que facilita la unién de los ami-
noglucodsidos a esta region del ARNr 12S, importante para
la decodificacion, dafiando la sintesis de proteinas mitocon-
driales. Asi, factores ambientales pueden interaccionar con
genotipos determinados y modificar la expresién de mu-
taciones patoldgicas.

Asesoramiento genético y diagnoéstico
prenatal

El asesoramiento genético y diagnostico prenatal de en-
fermedades del ADNmt de herencia materna, es muy com-
plejoy arriesgado debido a las caracteristicas de la genéti-
ca mitocondrial (segregacion mitdtica, niveles de heteroplasmia,
efecto umbral e influencia de factores genéticos y am-
bientales como modificadores fenotipicos), por lo que es
desaconsejable con el estado actual de nuestros conoci-
mientos. Cuando una madre posee un ADNmt en hetero-
plasmia, es imposible predecir qué porcentaje de las molé-
culas mutadas heredaran sus hijos y en qué porcentaje estaran
presentes en cada uno de los tejidos. Nunca se puede des-
cartar que una mutacién que esta ausente en biopsias co-
riénicas o en amniocitos, utilizadas para el diagnéstico pre-
natal, no pueda estar presente en otros tejidos del feto y
causar una enfermedad.

Enfermedades del sistema OXPHOS
causadas por defectos en genes nucleares
de proteinas mitocondriales: regreso a la
genética mendeliana

Como se ha mencionado en la introduccion, de las
mas de 100 proteinas que forman el sistema OXPHOS, so6-
lo trece estan codificadas en el ADNmt. El resto de subuni-
dades proteicas, que incluyen todos los factores implicados
en su transporte a la mitocondria, procesamiento, modifi-
cacion y ensamblaje en los complejos, asi como todos los
enzimasy factores necesarios para el mantenimiento y ex-
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presiéon del genoma mitocondrial, estan codificados en el
ADNN. Por ello, cabria esperar que la mayoria de enferme-
dades causadas por la deficiencia de este sistema sean de-
bidas a mutaciones en el ADNn y se transmitan con un
modo de herencia mendeliano'®. En general, las mutacio-
nes en genes nucleares producirfan mitocondriopatias mas
gravesy de aparicion mas temprana.

Los genes nucleares candidatos mas obvios para produ-
cir enfermedades mitocondriales son los que codifican com-
ponentes del sistema OXPHOS. Asi, se han descrito muta-
ciones en diferentes genes estructurales del complejo I°,
aunque con menor frecuencia de lo esperado, y una mu-
tacion en el complejo II'®. Sin embargo, no se han descrito
mutaciones en genes nucleares estructurales del complejo
Iy IV. La ausencia de mutaciones en estos genes puede ser
debida a su naturaleza potencialmente letal, como se ha su-
gerido por los fenotipos extremadamente graves que pre-
sentaban los pacientes®.

Otros genes que pueden causar estas enfermedades son
los que codifican proteinas implicadas en el ensamblaje de
estos complejos®, en el transporte de proteinas a la mito-
condria®"?y, por Ultimo, mutaciones en todos los genes
nucleares codificantes de proteinas implicadas en la repli-
cacion, y transcripcion del ADNmt, en el procesamiento
de ARNy en la traduccion del mensaje genético. Asi, se ha
visto una gran implicacion de la ADN polimerasa gamma en
distintas enfermedades®, y de otros genes relacionados con
la produccién del sindrome de deplecion del ADNmt?,

La posibilidad de que la mayoria de las mutaciones cau-
santes de enfermedades mitocondriales estuvieran locali-
zadas en genes nucleares, hizo que se abandonase un po-
co la busqueda de mutaciones en el ADNmt. Sin embargo,
los avances en secuenciacion del ADN han revitalizado el
campo, permitiendo el descubrimiento de nuevas mutacio-
nes, de nuevos fenotipos para mutaciones conocidas y la
posible participacion de la variacion genética del ADNmten
las enfermedades multifactoriales.

Como vemos, las dificultades con las que nos encontra-
mos 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.
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