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RESUMEN: La funcién mitocondrial es necesaria para
la producciéon de energia, pero también juega un
papel importante en el estrés oxidativo y en la
apoptosis. Parte de los complejos responsables del
metabolismo mitocondrial estdn codificados en el
ADN  mitocondrial (mtDNA). El conocimiento de la
estructura y funcién del mtDNA ayuda a comprender
(1) los rasgos fisio-patologicos de las enfermedades
mitocondriales; (2) el patrén hereditario de las
mismas; y (3) las estrategias de diagndstico mole-
cular que se pueden emplear en estas enfermedades.
En el futuro préximo, se esperan importantes avances
en la comprensién de las interacciones entre el
genoma nuclear y el genoma mitocondrial, y su papel
en la biogénesis y mantenimiento de las mitocon-
drias.

SUMMARY: Mitochondrial function is necessary for
energy production, but also plays important roles in
oxidative stress and apoptosis. Part of the complexes
responsible for mitochondrial metabolism are enco-
ded in mitochondrial DNA (miDNA). Knowledge of the
structure and function of miDNA affords a better
understanding of (1) the physiopathology of mitochon-
drial disorders; (2) the pattern of inheritance of
mitochondrial diseases; and (3) the strategies that can
be employed in the molecular diagnosis of these
disorders. In the near future important breakthroughs
are expected regarding the understanding of the
cross-talk between nuclear and mitochondrial
genomes, and its relevance in the biogenesis and
maintenance of mitochondria.
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introduccion

La mitocondtria es un organulo de probable origen
endosimbiéntico que se ha adaptado a su nicho
intracelular: para aumentar su tasa de replicacién y
asegurar la transmision a las células hijas después de
cada division mitotica, el genoma de las mitocon-
drias de mamiferos se ha ido reduciendo de tamafio
hasta alcanzar las 16.569 pb (patres de bases) en el
caso del genoma mitocondrial humano, Iista reduc-
cién se ha conseguido por la delecion de genes no
esenciales y la transferencia de muchos genes esen-
ciales al genoma nuclear. En esta revisién resumire-
mos brevemente ¢l metabolismo mitocondrial y la
estructura y funcién del genoma mitocondrial, asi
como las caracteristicas clinico-patolégicas de las
cnfermedades debidas a alteraciones del ADN mito-
condrial. Finalmente, presentamos la estrategia diag-
ndstica a seguir en estas enfermedades, con especial
hincapié en el analisis molecular del ADN mitocon-

drial.

-

Metabolismo mitocondrial

F.as mitocondrias son las verdaderas centrales tés-
micas de nuestro organismo ya que en ellas tiene
lugat la fosforilacion oxidativa (OXPHOS), es decir,
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Ia respiracion celular acoplada a la produccion de
energia en forma de ATP, El combustible para la pro-
duccién de energfa cn la mitocondria es suministrado
predominantemente por los hidratos de carbono (via
piruvato, mediante la glucolisis acrébica), los dcidos
grasos (al suftir la -oxidacién) y la oxidacién del ace-
til-CoA en el ciclo de Krebs. Il funcionamiento del
sistema OXPHOS tiene, ademas, importancia médica
por la generacién de especies reactivas de O:z (Reactive
Oxygen Species, ROS) y por la regulacion de la muer-
te celular programada o apoptosis. las proteinas
inchiidas en el OXPHOS se localizan dentro de Ia
membrana mitocondtial interna (1), e incluyen:

1. Componentes de la cadena transportadora de elec-
trones (Cadena respiratoria mitocondrial, CRM).
2. ATPasa de membrana.
3. Translocador de nucledtidos de Adenina (ANT).
la fostorilacion oxidativa tiene lugar en la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM): cinco grandes com-
plejos multienzimaticos, situados en la membrana
interna, recogen los clectrones de las reacciones de
oxido-reduccién y los llevan al Oz, al tiempo que rea-
lizan la fosforilacién del ADP para producir ATP
(Fligura 1). Los complejos de la cadena respiratoria
funcionan como transportadores de clectrones orde-
nados de tal manera que el potencial redox de cada

Figura 1
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uno de ellos va en aumento hasta llegar al citocromo
a3, cl cual es capaz de oxidarse a la vez que reduce el
Oz a H:0. El complejo I (NADH-CoQ reductasa)
oxida el NADH procedente del ciclo de Krebs y
transfiere los electrones al complejo 111, a través de la
Ubiquinona. El complejo 11 (Succinil-CoQ reducta-
sa) toma los electrones del succinato, transferidos al
FADH2 mediante la Succinato DH (SDH), y se los
transmite al complejo IIL. El complejo T (Ubiqui-
nona-citocromo ¢ reductasa) recupera los electrones
de los complejos Ty Il y se los cede al citocromo c,
situado en la cara externa de la membrana mitocon-
drial interna; el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa:
COX) oxida el citocromo reducido y asegura el con-
sumo de O: molccular. La energfa liberada se utiliza
para bombear H+ fuera de la membrana interna y
crear asi un gradiente electroquimico (AY). Tl flujo
de H+ conduce a la formacién de un enlace rico en
energia entre el ADP y el Pi para generar ATP en el
citosol. De este modo, el transporte de electrones
hasta el oxigeno por ¢l CRM esta asociado a la fosfo-
rilacién de ADP.

OXPHOS es la mayor fuente endégena de ROS
toxicos (Ozx-, H:0O2 y OH.), ya que en determinadas
circunstancias se acumulan los electrones en las eta-
pas tempranas del CRM (Complejo 1 y CoQ)), donde
pueden donarse directamente al O: molecular para
dar anién superoxido (Oz-). Este anidn es convertido
por la superéxido dismutasa (MnSOD) en Hz02, que
a su vez es convertida en H20 por la Glutatién pero-
xidasa (GPx). En presencia de metales de transicion,
el H:O: puede convertirse en el radical Hidroxilo
(OH.), altamente reactivo. Una cxposicién crénica a
ROS puede resultar cn dafios oxidativos para la mito-
condria y para proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos
cclulares, siendo éste uno de los principales agentes
de dafio al ADN.

La mitocondria también proporciona un interrup-
tor para el inicio de la apoptosis (2), a través del poro
de transicion de permeabilidad mitocondrial
(mtPTP). La membrana mitocondrial interna contie-
ne un buen nimero de factores de induccidn de
apoptosis y precursores inactivos de unas proteasas
especiales denominadas caspasas. Tanto la reduccion
en la produccidon de energia mitocondrial como el
aumento cronico del estrés oxidativo pueden activar
el mtPTP, cuya apertura causa, a su vez, un colapso
del gradiente clectroquimico y la liberacién desde Ia
membrana mitocondrial interna de estos factores de

promocion de muerte celular. El citocromo ¢, por su
partte, es un factor crucial en la activacion de la casca-
da de las caspasas.

En conclusién, muchos de los rasgos fisiopatolégi-
cos de las enfermedades mitocondriales pueden expli-
carse por la perturbacién de uno o varios de los pro-
cesos del metabolismo mitocondtial (produccién de
energia, estrés oxidativo y regulacién de la apoptosis).
Por ¢jemplo, mutaciones que intertumpen el sistema
OXPHOS reducen el rendimiento energético y presu-
miblemente dafian multiples procesos celulares. A su
vez, esto pucde incrementar la produccion de ROS y
generar estrés oxidativo, con la consiguiente activa-
cion del mtPTP y la puesta en marcha de apoptosis.

El ADN mitecondrial humano
El mtDNA humano es una molécula circular de

16.569 pb. El nimero de moléculas de mtDNA por

célula varia entre unos pocos cientos en los esperma-

tozoides a unas 200.000 copias en el oocito, pero en
la mayor parte de los tejidos el rango esta compren-
dido entre unas 1.000 y 10.000 copias por célula, con

2 a 10 moléculas de DNA por mitocondtria (3-5). Este

genoma contienc informacion para 37 gencs:

L. Genes que codifican las 2 subunidades 128 y 168
del tRNA (RNA ribosomal) de la matriz mitocon-
drial.

2. Los genes para los 22 tRNA (RNA transferente),
requeridos para la sintesis de proteinas mitocon-
driales en la misma matriz mitocondrial.

3. Genes que codifican 13 polipéptidos que forman
parte de los complejos multienzimaticos del siste-
ma OXPHOS. En concreto, en el genoma mito-
condrial se codifican:

* 7 subunidades del Complejo L

* 1 subunidad del Complejo I11.

* 3 subunidades del Complejo TV.

* 2 subunidades de la ATPasa (Complejo V).

Es importante no perder de vista que el resto de las
subunidades polipeptidicas de estos complejos, asi
como ¢l Complejo IT completo, estan codificados en
el genoma nuclear, de mancra que no todas las enfer-
medades mitocondriales estin necesariamente causa-
das por alteraciones en el ADN mitocondrial.

La caracteristica estructural mds sorprendente del
mtDNA es que los genes sc encuentran situados uno
a continuacion del otro, sin apenas intrones ni regio-
nes no codificantes entre los genes. Al contrario que
el genoma nuclear, en el que las regiones no codifi-
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cantes son mayoritarias, el ADN mitocondsial sélo zada alrededor del origen de replicacién de la cadena

posee un 3% de sccuencias no codificantes. H. Esta region contiene también los promotores de la
Veintiocho de los genes mitocondriales (2 rfRNAs, 14 tmnscnpcxon y los elementos reguladores de la expre-
tRNAs y 12 polipéptidos) se encuentran en una de las sion génica. Otra de las peculiaridades de la organiza-
cadenas (cadena H 6 pesada), mientras que los 9 cion genética del mtDNA es que los genes de los
genes restantes (1 polipéptido y 8 tRNAs) estan en la tRNAs se distribuyen entre los genes de los tRNAs y
cadena complementaria (cadena 1. 6 h;)cta) La anica los codificantes de proteinas; esta disposicién tiene
zona del mtDNA que no codifica ningén gen es la consecuencias muy importantes para el procesamien-

region del bucle de desplazamiento (bucle-D), locali- to del RNA (Figura 2).

Figura 2
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Esquema dle la estructura del miIDNA, Los genes de los fRNA estén representados por circulos y van acompaiiados del nombre del
aminodcido usando el codigo de una lefra. Los genes que codifican los rRNA y las subunidades de los complejos mitocondriales estén
representados por los recidngulos punfeados. En la region del Bucle-D se encuentran los promotores de lu transcripcién de lo cadena
pesada (PH1 y PH2) y de la ligera (PL), asi como el origen de replicacion de la cadena pesada (OH). El origen de replicacion de la cadena
ligera se encuenira en los nucledtidos 5721-5798. Se incluye también la posiciéon de algunns mutaciones y deleciones més frecuentes.




Para la replicacién del mtDNA hacen falta dos ofi-
genes diferentes, uno para cada cadena (Ou y On).
Ambos origenes de replicacion estin muy separados,
haciendo que ¢l proceso sea unidireccional y asimé-
trico. La sintesis del DNA se inicia en Ou y es reali-
zada por una polimerasa especifica de la mitocondria,
la DNApol, que alarga un RNA iniciador fruto del
pmccq'lmicntn de un transcrito primario que se sinte-
tiza a partir del promotor L. La replicacion contintia
unidireccionalmente hasta alcanzar O, momento en
el cual comienza la sintesis de la segunda cadena del
DNA, alargando también un pequefio iniciador de
RNA.

En la transcripcion del mtDNA intervienen una
RNApol (polimerasa de ARN), al menos un factor de
transctipcion implicado en la iniciacion (mtTFA), y
uno de terminacién (M TERF). Las dos cadenas del
mtDNA se transcriben completamente a partir de
tres puntos de iniciacion diferentes, dos para la cade-
na pesada (H1 y T12) y uno para la cadena ligera (L),
originando tres moléculas policistrénicas que se pro-
cesan posteriormente por cortes endonucleoliticos
precisos en los extremos 5"y 3 de las secuencias de
los tRNAs, para dar lugar a los tRNAs, tRNAs y
mRNAs maduros. De esta forma los tRNAs, situados
entre los genes de los fRNAs y mRNAs, actiian como
sefiales de reconocimiento para los enzimas de pro-
cesamiento. En patticular, la cadena H se transcribe
mediante dos unidades de transcripcién solapadas en
la regién de los fRNAs: la primera de estas unidades
comienza delante del gen para el tRNA" (lugar de
iniciacion H1), termina en el extremo 3 del gen para
cl fRNA 16S y es responsable de la sintesis de los
tRNAs 125 y 16S, del tRNA™ y del tRNAY. El fac-
tor de terminacién (mTERF) se une a una secuencia
sitnada en el gen del tRNA™ y provoca la termina-
ci6n de esta unidad. 1.a segunda unidad de transcrip-
cion comienza cerca del extremo 5 del gen del tRNA
12S (lugar de iniciacién H2) y transcribe la casi totali-
dad de Ia cadena pesada; el procesamiento de este
RNA policistronico origina los mRNAs de 12 pépti-
dos y los otros 12 tRNAs codificados en esta cadena.
La transcripcion de la cadena ligera comienza cerca
del extremo 5” del RNA 78 (en el bucle-D) y da lugar
al iniciador de la replicacion de la cadena pesada, 8
tRNAs y 1 péptido (NDG).

La sintesis de las proteinas mitocondriales ticne
lugar en ribosomas especificos de la mitocondria,
cuyos componentes estin codificados en el mtDNA

(rRNA 128 y 16S) y en cl genoma nuclear (84 protei-
nas ribosomales). En este sistema de traduccién se
sintetizan las trece proteinas codificadas en el
mtDNA utilizando un cédigo genético que difiere
ligeramente del cédigo genético universal. Asi, UGA
codifica el aminodcido triptéfano (Trp) en vez de ser
un coddn de terminacion, y los codones AUA y AUU
se utilizan también como codones de iniciacién,

l.a biogénesis de la mitocondtia depende de la
expresion coordinada de los genomas mitocondrial y
nuclear, pero hasta ahora se conoce muy poco acerca
de los mecanismos que regulan la interaccién de
ambos sistemas genéticos. La expresion del mtDNA
parece estar regulada por el factor de iniciacion de la
transcripcién mtTFA, codificado en el genoma nucle-
ar. Este factor podtia scr el Le<'.p0115fible tanto de los
niveles de RNA como del namero de copias de
mtDNA, ya que la replicacion depende de la sintesis
de un iniciador de RNA a partir del promotor de la
cadena ligera. La regulacion de la relacion entre
tRNAs y mRNAs mitocondriales se realiza funda-
mentalmente mediante la scleccion del lugar de ini-
ciacion de la transcripcion de la cadena pesada, que 2
su vez estd relacionada con el factor mtTERF (que
causa terminacion de la transcripeion después de la
sintesis de los rIRNAs) y con el procesamiento de los
RNAs primatios. Asimismo, la actividad transcripcio-
nal puede estar regulada. por estimulos hormonales,
especialmente por hormonas tiroideas que actian
tanto de un modo indirecto (por activacién de genes
nucleares) como directamente sobre el propio

mtDNA,

Genética mitocondrial
El mtDNA presenta una serie de caracteristicas

gencticas (5,6) que lo diferencian claramente del

ADN nuclear:
Alta tasa de mutacion: La tasa de mutacion esponti-
nea del mtDNA es unas 10 veces superior a la del
ADN nuclear. Por tanto, hay una gran vatiacién
de secuencias entre especies ¢ incluso entre indivi-
duos de una misma especie. En €l hombre se ha
calculado que dos individuos escogidos al azar tie-
nen como promedio 50-70 nucledtidos diferentes
en su genoma mitocondrial. Ademds de estas dife-"
rencias, en un individuo determinado se esta pro-
duciendo continuamente, a lo largo de la vida, una
heterogeneidad en el mtDNA como consecuencia
de las mutaciones que se estian dando en sus céh-




las somiaticas. Se ha propuesto que una acumula-
cion de este daflo mitocondtial pudiera ser 1a causa
de la disminucién en la capacidad respiratoria de
los tejidos que tiene hugar durante el envejecimien-
to.

Po/zp/amfm 'y Segregacion mitstica: En cada célula hay
cientos o miles de moléculas de mtONA. En pun—
cipio, todas las células de un individuo normal tie-
nen moléculas idénticas de mtDNA, situacién que
se denomina homoplasmia, Si en una célula apare-
cen dos poblaciones de meéDNA, una normal y otra
mutada, se dice que estamos en una situacién de
heteroplasmia.  Durante la division celalar, las
mitocondrias -y, por tanto, las moléculas de
mitDNA- se distribuyen af azar entre las células
hijas.

Fifects wmbral: El fenotipo de una célula en hetero-
plasmia dependerd del porcentaje de DNA dafiado
que exista en la célula; es decir, del grado de hete-
roplasmia. Cuando el nimero de moléculas de
mtDNA mutadas es pequefio, el mtDNA normal
es capaz de mantener la funcién mitocondrial. Sin
embargo, cuando el nimero de copias de mtDNA
mutado sobrepasa un umbral determinado, la pro-
duccién de ATP puede legar a estar por debajo de
los minimos necesarios para el funcionamiento de
los tejidos, llevando al desarrollo de patologia
mitocondrial. Es importante tener en cuenta quc
los distintos tejidos pueden variar en el grado de
homoplasmia o heteroplasmia para un mtiDNA
mutado, lo que otigina una gran variabilidad en la
exptesividad clinica de las enfermedades mitocon-
driales. Por otra parte, los tejidos tienen distintas
necesidades enctgéticas, y ¢l numero de orginulos
y de moléculas de mtDNA es también diferente en
cada tejido. Por tanto, los drganos preferentemen-
te afectados en las enfermedades mitocondriales
son aquellos que dependen en mayor grado de la
produccién de enerpia para su correcto funciona-
miento.

Herencia materna: Bl mtDINA se hereda exclusiva-
mente por via materna, La pequefia cantidad de
genoma mitocondrial contenido en el espermato-
zoide taramente entra en el dvulo fecundado, v
cuando lo hace es eliminado activamente. El tipo
de herencia matrilineal es bastante facil de recono-
cer al examinar un arbol genealdgico (Figura 3), v
tiene importantes consecuencias en cl consejo
genético (ver mas adelante).

Enfermedades asociadas con mutaciones
en el mitDNA

Las cofermedades mitocondriales son un grupo de
trastornos debidos a defectos en el sistema de fosto-
rilacién oxidativa que conduce a la sintesis de ATP,
ruta final del metabolismo energético mitocondrial.
Bl término fue introducido por Luft en 1962 al des-
ctibir un paciente con hipermetabolismo, no causado
por una disfuncién troidea, que presentaba un desa-
coplamiento de la fosforilacién oxidativa en mitocon-
drias de musculo,

Como los componentes de los complejos multien-
zimdticos de la cadena respiratoria y fosfotilacion oxi-
dativa estdn codificados tanto en el ADN auclear
como en ¢l mtDNA, estas enfermedades pueden
estar causadas por mutaciones en los genes de ambos
sistemas genéticos. Sin embargo, habitualmente se
conoce con el nombre de Enfermedades Mitocon-
driales a Ias originadas por alteraciones del mtDNA.

En general, se trata de transtornos multtsistémicos
que afectan fundamentalmente a los tejidos y orga-
nos con mayot dependencia de la funcién mitocon-
drial (SNC, misculo cardiaco y esquelético, rifiones y
sistema endoctino). Sin embargo, al estar las mito-
condtias presentes en todos los tejidos, otros
muchos 6tganos pueden estar implicados en estas
enfermedades (6-8). De hecho, una de las pistas que
conduce a la sospecha de enfermedad mitocondtial
es la afectacion multi-organica. Las manifestaciones
clinicas mas frecuentes son las alteraciones neurold-
gicas y musculo-esqueléticas (demencia, desérdencs
motores, intoleracia al ejercicio, accidentes cerebro-
vasculares, convulsiones), y oculares (ptosis palpe-
bral, oftalmoplegia, retinopatia pigmentaria, atrofia
del nervio éptico, ceguera). No es raro encontrar car-
diomiopatia, disfuncién hepatica, disfuncién pan-
credtica (en ocasiones diabetes mellitus), nefropatias,
alteraciones metabdlicas (acidosis), anemia side-
roblastica y retrasos del crecimiento, Otros caracte-
res motfolégicos y bioquimicaos que suelen estar aso-
ciados a enfermedades mitocondriales son las fibras
tojo-rasgadas (ragged red fibres) en biopsias muscu-
lates: son fibras musculares que al tricrémico de
Gomoti presentan un color rojo en su periferia, pro-
vocado por el acimulo de mitocondrias anormales
ca tamafio vy aumero y lipidos en dicha zona.
También son caracteristicas las fibras no reactivas a
la tincién histoquimica de la citocromeo ¢ oxidasa, asi
como defectos bioquimicos en uno o varios comple-
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jos de la cadena respiratoria. Sin embargo, algunas
enfermedades claramente mitocondriales no presen-
tan estos caracteres tipicos, especialmente en pacien-
tes pediatricos.

Dada la heterogeneidad de las manifestaciones cli-
nicas, morfologicas y bioquimicas presentes en las
enfermedades mitocondriales, su clasificacién puede
hacerse basandose en las caracteristicas moleculares
de las mutaciones que las causan. Asi, las cnfermeda-
des mitocondriales se pueden dividit en dos grandes
grupos: (1} enfermedades asociadas a mutaciones
puntuales, y (2) enfermedades debidas a altcraciones
estructurales del mtDNA.

Enfermedades asociadas a mutaciones

puntuales
Decbido a la alta tasa de mutacién del mtDNA, es

posible encontrar un gran nimero de mutaciones.

Actualmente se han descrito mas de 50 mutaciones

puntuales (ver Tabla 1), que sc localizan en los tres

tipos de genes codificados en el mtDNA (tRNA,
tRNA y polipéptidos del OXPHOS). Segin su efecto
patogénico, distinguimos:

* Mutaciones que originan el cambio de un aminoa-
cido por otro, afectando a alguno de los 13 genes
codificantes de proteinas.

* Mutaciones que afectan a los genes de los rfRNA 6
tRNA, que ticnen efectos globales en la sintesis de
las proteinas mitocondriales.

Neuropatia optica bereditaria
de Leber (LHON)

LLa neuropatfa 6ptica hereditaria de Leber (LHON)
fue la primera enfermedad humana heredada por via
materna que se asocié con una mutacion en el
mtDNA. Estd caracterizada por una ceguera bilateral
aguda o subaguda originada por atrofia del nervio
Optico, que apatece en la segunda o tercera década de
la vida y que afecta mds a hombres que a mujeres.
Normalmente, los pacientes sélo tenen afectada la
visién, pero en algunos casos puede ir acompafiada
de transtornos en la conduccion cardiaca, neuropatia
petiférica y ataxia.

Son muchas las mutaciones puntuales que se han
asociado con esta enfermedad, pero la gran mayortia de
los casos estan debidos a tres de ellas: las localizadas en
los nucledtidos 11.778, 3.460 y 14.484. Todas estas
mutaciones estan localizadas en genes estructurales y
estdn presentes en forma homoplasmica. La asociacion

de LHON vy distonia estd causada por la mutacién
GG14459A en el gen mitocondrial ND6, que codifica
una subunidad de la NADH-DH. La mutacién cam-
bia el aminoicido 72 de Ala a Val, provocando una
reduccion substancial en la actividad del Complejo 1.

La mayor predominancia de la eafermedad cn
hombres sugiere que puede existir alguna influencia
de un gen nuclear situado en ¢l cromosoma X, De
hecho, en familias finlandesas se ha descrito liga-
miento de la enfermedad con el locus DXS7, aunque
este hallazgo no se ha confirmado en familias de otro
otigen étnico.

Sindrome de neuropatia, ataxia
¥ retinopatia pigmentaria (NARP)

Este sindrome, caracterizado por debilidad muscu-
lar neurogénica, retraso en el desarrollo, neuropatia
sensorial, convulsiones, ataxia, demencia y retinopatia
pigmentaria, se ha asociado a la mutacion T8993G de
Ia subunidad 6 de la ATPasa. La mutacién se encuen-
tra en forma heteroplismica y produce el cambio de
una Leu en el codén 156 por una Arg, provocando un
bloqueo en el canal de H" FO de la ATPasa. Como ya
se ha comentado, variaciones en el porcentaje de
mtDNA mutado son causa de la variabilidad clinica
entre distintos pacientes.

Sindrome de Leigh

El Sindrome de Leigh es una enfermedad muy
heterogénea en la que se han descrito hasta 3 modos
de herencia: mitocondrial, ligado al X y autosémico
recesivo. La enfermedad cursa con trastornos dege-
netativos multisistémicos de presentacion temprana
(en el primer afio de vida), y estd caracterizada por
disfuncién tronco-encefilica y de los ganglios basales,
desmielinizacidn, regresion psicomotora, retraso en el
desarrollo, convulsiones, ataxia, ncuropatia petiférica,
hipotonfa, atrofia dptica y oftalmoplegia. La tltima
fasc de la enfermedad se asocia genecralmente con
degeneracion de los ganglios basales y lesiones nect6-
ticas cerebrales focales en el talamo, tronco del encé-
falo y micleo dentado. Dentro de los casos debidos a
mutaciones del mtDNA, se han descrito algunos ori-
ginados por la mutacién T8993G, la misma que se ha
mencionado anteriormente en el sindrome NARP,
pero con un porcentaje de mtDNA mutado superior
al 90%. También son causa del Sindrome de Leigh las
mutaciones T8993C y T9176C, que cambian sendas
Leu por Pro en el gen MTATP6.

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

Este sindrome se ha asociado en el 90% de los
casos con la mutacién A3243G del genoma mito-
condsial, localizada dentro de la secuencia del
tRNAMOU MEILAS estd caractetizado fundamen-
talmente por accidentes cerebro-vasculares que pro-
vocan una disfuncién cerebral subaguda y cambios
en la estractura cerebral, acidosis lictica y/o presen-
cia de fibras rojo-rasgadas. Estos hallazgos pueden ir
acompanados también de encefalomiopatia con con-
vulsiones generalizadas, dolor de cabeza, sordera y
demencia. Esta enfermedad se ha relacionado tam-
bién con otras mutaciones localizadas en el
tRNA"ON que parece ser muy propenso a sufrir
mutaciones patogénicas. l.a mutacion principal, en la
posicion 3243, se ha relacionado también con otras
‘enfermedades como oftalmoplegia progresiva exter-
na, cardiomiopatias e incluso diabetes mellitus y sor-
dera (cuando se presenta en un bajo porcentaje, del
5-30%), por lo que la relacién genotipo-fenotipo no
es muy fija.

Stndrome de epilepsia mioclonica
con fibras rojo-rasgadas (MERRF)

MERRF es un sindrome de herencia materna
caracterizado por epilepsia mioclonica, debilidad
muscular, ataxia, convulsiones generalizadas y mio-
patia mitocondrial con presencia de fibras rojo-rasga-
das. Otros sintomas menos comunes son demencia,
sordera, neuropatia, atrofia optica, fallo respiratorio y
cardiomiopatia. Puede aparccer tanto en la infancia
como en edad adulta y es de curso progresivo. El 80-
90% de los casos estin asociados con la presencia de
una mutacion A8344G del gen tRNALys, pero en
algunos casos se han encontrado también otras muta-
ciones en el mismo gen. Se ha demostrado que la
mutacién produce una disminucién de la sintesis de
proteinas mitocondriales por deficiencia en la amino-
acilacion del tRNALys.

Otras enfermedades asociadas
a mutaciones puntuales en el mtDNA

Ademias de las mutaciones puntuales descritas
anteriormente, se han encontrado un buen mimero
de mutaciones puntuales asociadas a ottos muchos
sindromes. Intre cllos podemos citar la diabetes de
herencia materna con sordera, que afecta a 1-5% de la

poblacion diabética; las cardiomiopatias de herencia
materna; miopatias de herencia materna asociadas a
mutaciones en tRNAM, tRNAY™, tRNA, (RNA"; la
sordera inducida pot aminoglicésidos y otros tipos de
sordera sindrémica o no-sindrémica de herencia
materna; anemia sideroblastica; y deficiencia fatal de
la cadena respiratoria infantil.

Se esta estudiando el papel que puede jugar el dafio
en el mtDNA en enfermedades neurodegencrativas
como Parkinson y Alzheimer, en las que se da una
apoptosis selectiva de determinadas neuronas. En
este sentido, se han descrito las mutaciones 3196A
{en el gen MTRNRZ2, de la subunidad 16S de tRNA);
4336C (en el gen MTTQ del tRNAGIn); A3397G (en
el gen MTND1) y las mutaciones G5460A y G5460T
(ambas afectando al gen MTNID2) en pacientes con
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzhei-
mer. Asimismo, se estd investigando la posible rela-
cién de la infertilidad masculina con dafios en el
mtDNA, debido a la gran dependencia que tiene la
motilidad de los espermatozoides de la funcién de la
cadena respiratotia.

Enfermedades asociadas a alteraciones
estructurales del mtDNA

Algunos pacientes con enfermedades que afectan
al sistema OXPHOS presentan mutaciones origina-
das por reordenaciones del mtDNA. Estas pueden
ser tanto deleciones mas o menos grandes como,
menos frecuentemente, inserciones y/o duplicacio-
nes. Hasta el momento se han descrito varios cien-
tos de reordenaciones del mtDNA, que -al contratio
que las mutaciones puntuales- suelen ser esporadi-
cas.

Sindrome de oftalmoplegia externa
progresiva (CPEQ)

La oftalmoplegia externa progresiva cronica estd
caracterizada por oftalmoplegia, ptosis palpebral bila-
teral y miopatia. Ademas, sucle ir acompafiada de
intolerancia al ¢jercicio y debilidad muscular. En el
musculo se encuentran fibras rojo-rasgadas e inmu-
nohistoquimica negativa para COX. En general, es
una enfermedad benigna que suele aparecet en la ado-
lescencia o en adultos j6venes de forma esporidica,
sin historia familiar previa. Aunque la mayoria de los
casos de CPEQO estian debidos a alteraciones estructu-
rales del mtDNA, se han encontrado también casos
con mutaciones puntuales (ver Tabla 1),




Tabla 1




Sindrome de Kearns-Sayre (KSS)

El sindrome de Kearns-Sayre es una enfermedad
multisistémica progresiva que aparece antes de los 20
anos de edad y que estd caracterizada clinicamente
por PEO y retinopatia pigmentaria. Ademads, suele ir
acompafiada de otros sintomas como ataxia, miopatfa
mitocondrial, bloqueo de la conduccién cardiaca,
proteinotraquia por encima de 100 mg/dl, sordera,
demencia, fallos endocrinos y renales. La biopsia
muscular muestra fibras rojo-rasgadas. Los pacientes
suelen morir antes de los 40 afios. Esta enfermedad
esta causada por deleciones grandes y unicas en el
mtDNA. No se han encontrado deleciones en la

madre de los pacientes, por lo que parece que la
mayoria de los casos son esporadicos.

Sindrome de Pearson

El sindrome de médula 6sca-pancreas de Pearson
es una enfermedad de los primeros afios de vida que
afecta a la hematopoyesis y a la funcion pancreatica
exocrina. Las caracteristicas clinicas mas comunes
son la anemia siderobldstica con vacuolizacion de
precursores de la médula dsea, que se manifiesta en
una anemia macrocitica, trombocitopenia y neutrope-
nia. Los nifios afectados suelen morir antes de los 3
aflos y los que sobteviven suclen desarrollar mas
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tarde un fenotipo de Kearns-Sayre. Estos pacientes
presentan delecioncs grandes anicas del mtDNA, y la
mayotia de los casos son esporadicos.

Los tres sindromes precedentes (CPEO, Kearns-
Sayre y Pearson) tienen en comun la presencia de
grandes deleciones (de 2 a 9kb) en el mtDNA que
suelen aparecer de forma esporidica. En general,
estas deleciones son unicas pero también se han des-
ctito deleciones multiples. Hay dos tipos de delecio-
nes que se presentan con mayor frecuencia (delecio-
nes comunes), de 4.997 y 7.436 pb de tamafio respec-
tivamente. La mayor parte de las deleciones (alrede-
dor de un 70%) estan ﬂanqueadas por 1epet1cloncs
directas, peto otras no lo estin, En general estan loca-
lizadas en el arco grande comprendido entre los ori-
genes de replicacion, de forma que nunca se pietde el
OH (origen de replicacién de la cadena pesada), La
pérdida de varios genes inclaidos en la delecion, espe-
cialmente de tRNAs, provoca un déficit global en la
traduccién proteica mitocondrial, por lo que estas
dcleciones siempre se encuentran en heteroplasmia.

Existen otras muchas enfermedades que estan aso-
ciadas a la presencia de grandes deleciones en el
mtDNA. Entre otras se pueden mencionar los feno-
tipos de diabetes, sordera y atrofia dptica; miopatias
en general; el sindrome de encefalomiopatia mitocon-
drial neurogastrointestinal (MNGIE); o ¢l sindrome
de diabetes mellitus, diabetes insipida, atrofia 6ptica y
sordera (DIDMOAD).

Otros reordenamientos del mtDNA

En algunos pacientes con defectos en la cadena res-
piratoria y fosforilacién oxidativa se han encontrado
duplicaciones parciales del mtDNA, unas veces aisla-
das y otras veces acompafiadas también de deleciones.
Pueden ser esporadicas o de herencia materna, la
mayoria de los fenotipos que producen no sc diferen-
cian de los que producen las deleciones y la gravedad
de la enfermedad aumenta con el porcentaje de molé-
culas mutadas. Los mecanismos por los que se origi-
nan las duplicaciones todavia no estin claros.

Se han encontrado familias con PEO que presen-
tan dcleciones mualtiples de herencia autosémica
dominante o recesiva. Esto apoya la existencia de
genes nucleares implicados en la biogénesis mitocon-
drial y mantenimiento del mtDNA, que provocatian
alteraciones estructurales del mtDNA cuando estin
mutados. En este sentido, se ha encontrado que PEO
puede estar causada por genes localizados en 10q en

una familia finlandesa y en 3p en familias italianas,
pero todavia no se han encontrado los genes nuclea-
res implicados.

La deplecion del mtDNA consiste en una disminu-
cién en los niveles de mtDNA. Es un trastorno de
herencia mendeliana que afecta a la comunicacion
nicleo-mitocondria, y que parece ser autosémico
recesivo. El defecto puede ser debido a mutaciones
cn genes nucleares que controlan el nimero de copias
del mtDNA. Se desconoce por el momento cual
puede ser el gen responsable, pero se ha encontrado
que pacientes con deplecion de mtDNA tienen nive-
les bajos del factor de transeripcion mtTFA. El espec-
tro clinico que produce la deplecion de mtDNA
pucde ser muy variado; los casos descritos son fun-
damentalmente nifios con combinaciones variables
de miopatia, nefropatia o hepatopatia, miopatia infan-
til fatal por fallo respiratorio y algin caso con impli-
cacion multisistémica. Asimismo, patece ser la causa
de una miopatia mitocondrial que aparece en pacien-
tes de SIDA después de tratamiento con AZT.

Estrategias diagnosticas en las
enfermedades mitocondriales

Como ya se ha comentado, las enfermedades
mitocondriales son un grupo de entidades heterogé-

. neas, tanto desde el punto de vista clinico como bio-

quimico y genético. Muestran gran variabilidad en la
presentacion clinica, ya que la mayor parte de las
veces cursan como asociaciones de sintomas que
afectan a 6rganos no relacionados entre si. Ademis,
el doble control g &cncuco (nuclear y mitocondrial) de
los complejos que constituyen la cadena de transpor-
te clectronico afiade mayor complejidad, maxime
cuando en ocasiones aparecen como casos esporadi-
cos sin antecedentes familiares previos. Por otro
lado, las pruebas de laboratorio necesarias pata con-
firmar estas enfermedades tienen cierta sofisticacion
y requieren a veces la toma de biopsia. Todo ello
hace que, habitualmente, la sospecha de enfermedad
mitocondtial pase a un segundo plano y se piense en
ella tras haber descartado (a menudo mediante
numerosas pruebas diagndsticas complementarias)
otras patologfas. Desde ¢l punto de vista prictico, la
cstrategia diagndstica de las enfermedades mitocon-
driales se basa en la sospecha clinica, las pruebas que
examinan la funcién mitocondrial y los anilisis mole-
cularcs para determinar las alteraciones presentes en

el mtDNA.,




Aproximacion clinica

Debe sospecharse un desorden mitocondrial ante
asociaciones de sintomas no explicables que afecten a
6rganos aparentemente no telacionados entre si, que
pueden aparecer a cualquier edad, en ocasiones pre-
sentando un comienzo temprano y un curso rapida-
mente fatal.

Como hemos comentado, existen una setie de sig-
nos clinicos que sugieren la presencia de una enfer-
medad mitocondrial: la oftalmoplegia externa progre-
siva con afectacion multiorganica (diabetes, sordera,
cardiomiopatia, entre otras); el deterioro de las fun-
ciones superiores y motoras en un paciente con epi-
lepsia y mioclonias o con episodios de acidosis
metabolica; la presencia de retinitis pigmentaria, sot-
dera neurosensorial, miocardiopatia o sindrome de
Wolf-Parkinson-White, en un paciente con sintoma-
tologfa neurologica compleja. Los enfermos con afec-
tacién muscular suelen presentar fatigabilidad muscu-
lar al ejercicio, frecuentemente acompafada de signos
vegetativos, taquicardia y acidosis metabdlica; otros
pacientes sélo desatrrollan rabdomiolisis desencade-
nada por el cjercicio o el ayuno. Una forma de pre-
sentacion clinica en la infancia es la hipotonia neona-
tal acompafiada de acidosis metabdlica. En ocasiones,
el principal indicador de la existencia de una posible
enfermedad mitocondrial es la afectacién multiorga-
nica, tubulopatia renal, cardiomiopatia, encefalopatia,
o hipoglucemia, entre otros, sin explicacion aparente.
Es imprescindible emplear tiempo en la histotia fami-
liar y en la construccién del arbol genealégico (proce-
dimiento tan frecuentemente olvidado por los clini-
cos), ya que estas enfermedades pueden ser transmi-
tidas de forma autosémica recesiva o dominante, liga-
da al sexo, matrilineal o ser esporadicas.

Estudio de la funcién mitocondrial

En gran parte de los pacientes con enfermedades
mitocondriales existe un aumento de dcido lactico
plasmatico. Si los niveles de lactato no estan elevados,
debe estudiarse el estado de oxidorreduccion cito-
plasmético mediante la relacidn lactato/piruvato
(L/P), asi como la relacion hidroxibutirato/acetoace-
tato (HB/AA) que refleja el estado de oxidorreduc-
cién mitocondrial, La elevacién de uno o ambos de
estos indices, ayuda a intuir qué eslabén del metabo-
lismo mitocondrial esta afectado. Si el diagndstico no
fuera concluyente, debe buscarse la acidosis lactica
tras una sobrecarga de glucosa o después de una

prueba de esfuerzo, ya que en estas citcunstancias se
requicre mas NAD para llevar a cabo la glucélisis, Fn
condiciones aerdbicas normales, veinte minutos de
ejercicio, a unas 130-140 pulsaciones, provocan un
aumento de lactato de unas tres veces el valor basal.
En algunos pacientes con enfermedad mitocondrial,
el aumento es de diez veces. En ocasiones, especial-
mente en pacientes con manifestaciones neurologicas
centrales, es 1til valorar la relacién lactato/piruvato
en liquido cefalorraquideo, aunque la normalidad de
dicho indice no descarta una enfermedad mitocon-
drial.

Otro indice a valorar es la concentracion plasnrdtica de
carnitina libre y su forma esterificada. Caando existe una
disfuncién mitocondrial, hay dificultades para meta-
bolizar los acidos grasos que se deben esterificar con
la carnitina para entrar en la mitocondria; asi, se pro-
ducira un incremento de la forma esterificada de la
carnitina con un descenso relativo de su forma libre.

La valoracion de dedidos orgdnicos en otrina ayuda a
diagnosticar las deficiencias de la oxidacion de acidos
grasos, poniendo en evidencia la excrecion de acidos
tricarboxilicos y sus derivados. Esto, de forma indi-
recta, nos informard de los bloqueos en las rutas
metabélicas mitocondriales.

La confirmacién de la disfuncién mitocondrial
debe realizarse en una biopsia, que permitird el
diagndstico histolégico, bioquimico y genético. Es
recomendable estudiar un organo afectado, sobre
todo en situaciones de heteroplasmia, por lo que el
musculo es habitualmente el tejido de eleccion para la
realizacién de Ia biopsia. Fl andlisis bistoligico revelara
la presencia de fibras rojo-rasgadas, fibras negativas
para la actividad citocromo ¢ oxidasa y acimulo de
lipidos. Por microscopia electrénica se detectan acd-
mulos mitocondriales, generalmente sub-sarcolémi-
cos, y alteraciones en la arquitectura mitocondrial.
Aunque, clasicamente, el diagnéstico de enfermedad
mitocondrial se establezca por las alteraciones his-
tolégicas de la biopsia muscular, estas pruebas no son
patognomaonicas de la enfermedad, ya que se han des-
crito fibras rojo-rasgadas en polineuropatias, asi
como alteraciones ultracstructurales con presencia de
cristales intramitocondtiales en distrofias musculares
o en alguna glucogenosis muscular.

Para estudiar las alteraciones de la cadena respira-
toria mitocondrial, se requieren estwdios bioguimicos que
determinen las actividades enzimaticas de los distin-
tos complejos de la cadena respiratoria, asi como la




medida del consumo de O: mitocondrial mediante musculares, pero si la afectacion es muy grave se pue-

métodos polarograficos. T.as determinaciones enzi- den llegar a detectar también en sangte periférica. Se
maticas pueden realizarse en mitocondtias aisladas en utiliza habitualmente mtDNA digerido con BawHI o
el homogenado del tejido biopsiado, pero los ensayos con FicoRV, pero hay que tener en cuenta la presencia
sobre mitocondrias aisladas tienen mayor fiabilidad de otros polimorfismos que complican la interpreta-
diagndstica, Los estudios polatograficos con electro- cion del patrén de bandas (9). El diagnéstico de
do de Clarke miden el consumo de O: en presencia de deplecion del mtDNA se realiza también por hibrida-
varios sustratos oxidativos, y su realizacion requiere cidn Southern, comparando los niveles de mtDNA
mitocondrias aisladas. con los de ADN nuclear, aunque es previsible que la
Otra prucba que puede ser utilizada para diagnos- tecnologia de PCR en tiempo real acabari por impo-
ticar las alteraciones de la cadena respiratotia es el nerse.
estudio del metabolismo energético del musculo y La confirmacién molecular de una alteracion del
cerebro /n vive mediante resonancia magnética. La mtDNA ayuda a cstablecer el diagnéstico de enfer-
mayor parte de los pacientes muestran un aumento de medad mitocondrial y el patrén de herencia matrili-
la relacion del Pi/fosfocteatina. neal. Esto tiene una importancia capital desde el
punto de vista del consejo genético y el cilculo del
Estudio molecular del mtDNA y consejo riesgo de recutrencia de la enfermedad, ya que la
genético herencia matrilineal esta caracterizada por la transmi-
Como regla practica, podemos decir que en aque- sion exclusivamente por via materna (Figura 3). En
llos casos que muestran herencia matrilineal ha de estos casos, sc afectan ambos sexos pero los varones
sospecharse la presencia de mutaciones puntuales del -enfermos 0 no- nunca transmiten la enfermedad, y
mtDNA; en casos esporadicos, en cambio, son mis sus descendientes (hijos o hijas) no son portadores.
frecuentes las deleciones y/o duplicaciones. Si, por cl Por el contrario, las mujeres afectadas, y las posibles
contrario, se confirma un patrén de herencia autosé- portadoras asintomaticas (dependicndo del grado de
mico dominante, el estudio debe ir dirigido hacia la heteroplasmia) transmiten la enfermedad a toda su
bisqueda de deleciones maltiples; si fuese antosémi- descendencia, de forma que todas sus hijas ticnen
co tecesivo, deben buscarse depleciones del tiesgo de transmitir y/o padecer la enfermedad, y
mtDNA. todos sus hijos tienen riesgo de padecetla.

La deteccion de mutaciones puntuales se realiza
habitualmente por digestién de fragmentos de PCR Consideraciones finales
con enzimas de restriccion sensibles al cambio de Muchos aspectos de la patologia mitocondrial que-
nucledtido introducido por la mutacién (ver ref. 9 dan ain por resolver. Una cuestion fundamental es cl
para detalles de los cebadores y enzimas de restric-
cion utilizados en la deteccién de las principales ——
mutaciones). Iin cualquier caso, resulta mas fiable la
deteccion mediante hibtidacién Southern del Figura 3
mtDNA digerido con enzimas de restriccion especifi-
cos para cada una de las mutaciones concretas, pero
esto no siempre cs posible y, por otra patte, es mas

o1
laborioso. 6& %
La presencia de deleciones se detecta con relativa
facilidad por la técnica de hibridacién Southern, que
muestra poblaciones de mtDNA de menor tamafio

que el normal (16.569 pb), utilizando como sonda un
gran fragmento de mtDNA obtenido mediante PCR | Arbol genealégico caracteristico de herencia mitocondrial
de largo alcance. Las deleciones son siempre hete- (matrilineal). Todos los individuos afeciados praceden, siempre
toplasmicas, aunque pueden llegar a constituir un por via materna, de una misma pareja, Nétese la presencia de, al
potcentaje muy alto de la poblacion de mtDNA. Su | menes, cuatro mujeres portadoras sin evidenda de patologia
determinacion se hace fundamentalmente en biopsias mitocondrial. Los varones afectados fendrén descendencia suna




estudio de los mecanismos fisiopatolégicos por los
que las mutaciones en el mtDNA conducen al desa-
rrollo de estas enfermedades. La reciente obtencion
de un modelo animal de ratén portador de deleciones
en el mtDNA (10) abre una nueva via para avanzar en
el conocimiento de estas patologias.

Otro aspecto central es la comunicacién entre los
genomas” nuclear y mitocondrial. A medida que el

Proyecto Genoma Humano vaya cumpliendo sus
objetivos, podemos prever que se identificarin nue-
vos genes nucleares responsables de enfermedades
mitocondriales (11,12) y se avanzara en el conoci-
miento de los genes nucleares responsables de la
biogénesis mitocondrial y del mantenimiento del
numero de copias ¢ integridad del genoma mitocon-

drial.
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