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Identificacion molecular de
mutaciones asociadas con
enfermedades mitocondriales

(Molecular identification of mutations
associated with mitochondrial diseases)

Titulo corto: Mutaciones en enfermedades
mitocondriales

v Resumen

Las enfermedades mitocondriales se caracterizan por un defecto en el sistema de fos-
forilacién oxidativa. Su espectro clinico es muy heterogéneo y se pueden originar por alte-
raciones en el ADN mitocondrial o nuclear. Actualmente, los analisis moleculares son las he-
rramientas mas confiables utilizadas en su diagnéstico. Con esta investigacion se pretende
identificar las variantes genéticas mas frecuentes en el ADNmt asociadas con los principales
sindromes mitocondriales en 24 pacientes del Hospital Nacional de Nifos “Dr. Carlos Sdenz
Herrera” de Costa Rica diagnosticados con una mitocondriopatia. El porcentaje de pacientes
en los que se confirmé su enfermedad mediante las pruebas genético-moleculares reali-
zadas fue del 20.8%. Estos resultados indican que cuando los fenotipos de los pacientes
estan bien caracterizados, el porcentaje de éxito en la identificaciéon de la mutacién causal
aumenta. Asimismo, excluir mutaciones en determinados genes mitocondriales no descarta
el diagnéstico clinico, ya que lo ideal es realizar una secuenciacion completa del ADNmt en
aquellas personas candidatas a padecer sindromes relacionados con una patologia mito-
condrial, utilizando muestras del tejido mas afectado y no sélo ADN de leucocitos. Se con-
cluyé que la gran variabilidad en la presentacién clinica de las enfermedades mitocondriales
es el reflejo de la complejidad estructural, funcional y genética de la cadena respiratoria,
siendo necesario disponer de un equipo multidisciplinario que permita un diagnéstico pre-
coz y exacto de estas patologias.

Descriptores: ADN mitocondrial, enfermedades mitocondriales, miopatias, sistema de fos-
forilacion oxidativa, ATP.

v Abstract

Mitochondrial diseases are characterized by defect in the oxidative phosphorylation system.
The clinical spectrum of this type of diseases is very heterogeneous. They are caused by
alterations in the mitochondrial or nuclear DNA. Currently, molecular methods are the most
reliable tools used in order to diagnose the mitochondrial disorders. This research aims to
identify the most common mtDNA genetic variants associated with major mitochondrial
syndromes in 24 patients from the National Children's Hospital “Dr. Carlos Saenz Herrera” of
Costa Rica. As result of this analysis, the 20.8% of analyzed patients were confirmed with the
disease by the molecular genetic testing. The results strongly indicate that a well characte-
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rized patient phenotype increases the probability of success
in the identification of the causative mutation. Nevertheless,
excluding certain mutations in mitochondrial genes do not
exclude the diagnosis, the best diagnosis path is the comple-
te mtDNA sequencing for the patients who suffer syndromes
associated with mitochondrial pathology. In conclusion, the
large variability in the clinical presentation of mitochondrial
diseases is confirming the complexity of structural, functio-
nal and genetic respiratory chain. Therefore, it is necessary
to know the possible clinical manifestations, associated me-
tabolic alterations, and the protocol which permits to study
it. Finally, the complexity of this type of analysis requires of
having a multidisciplinary team to enable early and accurate
diagnosis of these pathologies.

Key words: Mitochondrial DNA, mitochondrial diseases,
myopathies, oxidative phosphorylation system, ATP.

Las enfermedades mitocondriales son un grupo hetero-
géneo de trastornos que se originan por alteraciones en los
genes que participan en las reacciones metabdlicas mito-
condriales (1-3). Se caracterizan por un fallo en el sistema de
fosforilacién oxidativa, de modo que pueden generarse por
mutaciones en genes mitocondriales y nucleares respectiva-
mente (4).

Una de las pistas que conduce a la sospecha de enfer-
medad mitocondrial es la implicacién de muchos 6rganos
y tejidos distintos. Por lo anterior, el analisis molecular es la
mejor herramienta para el diagnéstico de los desérdenes mi-
tocondriales, a pesar de que las pruebas clinicas, bioquimicas
y morfolégicas siguen siendo las principales guias utilizadas
para su descripcion, evaluacién y tratamiento (5-7).

En algunos casos se pueden asociar una serie de mani-
festaciones clinicas con sindromes mitocondriales determina-
dos, pero en general, no se pueden delimitar con precisién, ya
que el solapamiento de sintomas es muy frecuente y, el curso
y gravedad de los mismos varia en los diferentes individuos
(8-10).

En Costa Rica, hay 24 pacientes atendidos en el Servicio
de Genética y Metabolismo (SGM) del Hospital Nacional de
Nifios “Dr. Carlos Sdenz Herrera” (HNN) a los que se les han
identificado manifestaciones clinicas caracteristicas de los
desoérdenes mitocondriales pero se desconoce el sindrome
especifico que los afecta. Al no tener certeza sobre la causa
de la miopatia, tampoco es posible brindar asesoramiento
genético, indicaciones sobre el prondéstico del paciente ni tra-
tamientos precisos.

Un diagnéstico certero y rapido, a pesar de que estas pa-
tologias no tienen cura, ayuda a que, en casos particulares, se
apliquen medidas paliativas en beneficio de la calidad de vida
de los pacientes.

Esta investigacion pretende identificar las mutaciones
mas frecuentes en el ADNmt asociadas con estas enfermeda-
des en la poblacién afectada, de manera que se estandarice
un protocolo de diagnéstico molecular que sea posterior-
mente utilizado por este centro de salud. Ademas, muchas
otras instituciones médicas podran referir a sus pacientes al
HNN para que se estudie la presencia de mutaciones en el
genoma mitocondrial cuando el fenotipo del paciente asi lo
sugiera.

M Materiales y métodos

La metodologia se llevé a cabo en el Laboratorio de Bio-
génesis y Patologia Mitocondrial de la Universidad de Zarago-
za en Espafay en las instalaciones del Laboratorio de Genéti-
ca Molecular del SGM del HNN en Costa Rica.

Las muestras se recolectaron dentro de la rutina de eva-
luacién clinica de estos niflos para fines diagnosticos. Se to-
maron muestras de sangre periférica venosa del antebrazo
para los 24 pacientes que presentaban sintomas caracteristi-
cos de los trastornos mitocondriales. EI ADN genémico total
proveniente de esta fuente se extrajo siguiendo el protocolo
estandar de extraccion de NucleoSpin®Blood (Macherey - Na-
gel) por medio de columnas de silice, siguiendo las instruccio-
nes de la casa comercial. También se utiliz6 la metodologia de
Salting-Out (11).

Se analizd mediante PCR/RFLP las mutaciones puntua-
les m.3243A>G, m.8344A>G, m.8993T>G/C, m.9176T>C en
el ADN mitocondrial de todos los pacientes. Las mutaciones
m.14487T>C y m.13513G>A sélo fueron estudiadas en tres
individuos (#1, #2, #3) cuyo fenotipo sugeria especificamente
el sindrome de Leigh.

Se realizd la PCR-Larga para la deteccion de deleciones
en el ADNmt en todos los pacientes que hasta el momento
no habian resultado positivos para las mutaciones puntuales
analizadas (12). Posteriormente, se llevé a cabo la identifica-
cién de deleciones por Southern Blot para confirmar los resul-
tados (13). En ambos casos se siguié la metodologia previa-
mente publicada.

Asimismo, se procedié con la busqueda de mutaciones
en regiones concretas del ADNmt (hot spots) en aquellos pa-
cientes que presentaban un fenotipo claro de afectacién mi-
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tocondrial.

La comprobacién de cambios estructurales en los AR-
Nts ubicados corriente arriba y abajo del polimorfismo
m.7517A>G, se realizd mediante la prediccién grafica de
la estructura secundaria MFE entre los pares de secuencias,
normales y mutadas (programa RNAfold y mfold). Ademas,
se analizé la estabilidad termodindmica de las estructuras se-
cundarias para la cadena sentido / antisentido humana nor-
mal y mutada, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 50 nucleétidos arriba y
abajo del locus 7517 (14, 15).

M Resultados

De estos analisis se identificaron 5 pacientes positivos
para alguna de las mutaciones analizadas en el ADN mitocon-
drial (Cuadro 1).

Adicionalmente, el paciente #4 mostrd por secuenciacion
el polimorfismo m.7517A>G en condicién heteroplasmica, el
cual ha sido reportado en el haplogrupo H5a1g1a (16).

Para la variante anterior, se evalué el grado de conserva-
cién de la adenina en la posicién 7517 del ADN mitocondrial
por medio del alineamiento de ésta con las secuencias de Mus
musculus, Bos taurus y X laevis, asi como de los primates, Go-
rilla gorilla, Pan paniscus, Pan troglodytes, Pongo pygmaeus,
Pongo abelii, Hylobates lar, Macaca mulatta, Macaca sylvanus,
Papio hamadryas, Cebus albifrons, Tarsius bancanus, Nyctice-
bus coucang y Lemur catta (Genbank, Bioedit). Los resultados
evidenciaron poca conservacion del nucleétido en esta posi-
cion.

Asimismo, el cdlculo de la estabilidad termodindmica de
la estructura secundaria MFE entre pares de secuencias, nor-
males y mutadas para este polimorfismo, no evidencié dife-
rencias significativas entre ellas.

v Discusion

Deteccion de la causa genética del fenotipo patolégico:
los resultados indican que cuando los fenotipos de los pa-
cientes estan bien caracterizados, el porcentaje de éxito en la
identificacién de la mutacién causal aumenta. Por ello, deben
estudiarse previamente las manifestaciones clinicas de los pa-
cientes antes de realizar un analisis genético-molecular.

El porcentaje de pacientes en los que se confirmé su en-
fermedad mediante las pruebas genético-moleculares realiza-
das fue del 20.8%, siendo superior al 16,0% de casos que son
molecularmente identificados mediante analisis del genoma

mitocondrial en el Laboratorio de Biogénesis y Patologia Mi-
tocondrial de la Universidad de Zaragoza en Espafa (17). En
ambos escenarios el porcentaje es bajo, debido a que al tener
las enfermedades mitocondriales una amplia expresién fe-
notipica, es frecuente el solapamiento de sintomas con otras
patologias. Otras posibilidades incluyen el no utilizar el tejido
mas afectado o que la patologia sea causada por mutaciones
privadas que no se detectaron con las pruebas realizadas.

Kunz (6) aconseja utilizar el tejido mas afectado, ya que la
distribuciéon de moléculas de ADNmt mutadas puede variar
notablemente entre ellos. Debido a que la sangre periférica
es un tejido de facil acceso, se utilizd ADN de sangre para esta
investigacion. En tejidos mitdticos como éste, la seleccién clo-
nal negativa actua reduciendo el grado de heteroplasmia con
respecto a los post - mitéticos, por lo que mutaciones en el
genoma mitocondrial podrian no haber sido detectadas, aun-
que estén presentes en los érganos mas afectados como el
musculo (18).

Asimismo, dado el elevado indice de mutacién del ge-
noma mitocondrial, muchos de los pacientes son portado-
res de mutaciones privadas, por lo que sélo la secuenciaciéon
completa del ADNmt hace posible encontrar variantes poco
frecuentes o de novo que estén relacionadas con sindromes
especificos o con nuevos fenotipos. Ademas, la secuenciacion
permite la identificacién de polimorfismos que podrian estar
actuando como modificadores de la mutacién principal aso-
ciada con la patologia mitocondrial (7).

Analisis de mutaciones: la detecciéon de mutaciones pun-
tuales en el genoma mitocondrial por PCR/RFLP, permitié
mediante ensayos sencillos, baratos y rapidos confirmar un
diagndstico mitocondrial.

En este trabajo se analizaron en todos los pacientes las
mutaciones: m.3243A>G asociada en el 80% de los casos con
el sindrome de MELAS (19), m.8344A>G detectada principal-
mente en pacientes con MERRF (20), m.8993T>G/C (21, 22, 23,
24,25)y m.9176T>C (26, 27) responsables con frecuencia del
sindrome de Leigh.

Andlisis de reordenamientos: la deteccion de deleciones en
el genoma mitocondrial se realizé por medio de dos técnicas,
Southern blot y PCR-Larga. El Southern Blot, como indica (18,
13), es la mejor técnica de identificacién y cuantificacién de
deleciones en el genoma mitocondrial. Este método es el pri-
mero que se utilizd para este fin (29) y es actualmente el mas
empleado por los diferentes laboratorios de diagnéstico (13).
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El Southern Blot permite identificar deleciones simples y
multiples a lo largo de todo el genoma mitocondrial (18, 28,
13). A pesar de ello, la principal dificultad a considerar es que
para su ejecucién el Southern Blot requiere gran cantidad de
ADN por muestra (~5 pg de ADN total), siendo en ocasiones
superior a la disponible (18). Por consiguiente, es necesario
otro método capaz de identificar deleciones con menor canti-
dad de acidos nucleicos (30).

La técnica de PCR-Larga es sencilla, barata y requiere me-
nos ADN para su realizaciéon. Asimismo, resulta imprescindible
para determinar el limite de la delecién una vez que es detec-
tada por Southern blot (28). Sin embargo, no es cuantitativa,
debido a que las moléculas de ADNmt mds pequefas, pro-
ducto de la delecién, tendrédn mayor ventaja replicativa (12).

Los principales fenotipos asociados a deleciones del ge-
noma mitocondrial son: la Oftalmoplegia Externa Progresiva
Crénica (MIM 157640) y el sindrome de Kearns - Sayre (MIM
530000) (31).

En este estudio muchos de los casos que resultaron ne-
gativos para deleciones en ADNmt podrian deberse a que el
analisis se realizé utilizando ADN procedente de sangre peri-
férica, tejido en el que normalmente no se detectan delecio-
nes (17). Por lo anterior, es recomendable emplear el tejido
post - mitdtico mas afectado para aumentar la posibilidad de
encontrar la delecién en el genoma mitocondrial.

Analisis de mutaciones en zonas concretas del ADN mito-
condrial: existe un bajo porcentaje de pacientes que portan
una mutacién puntual comun, razén por la cual se realizé la
blsqueda de mutaciones poco frecuentes en regiones con-
cretas del genoma mitocondrial, que son consideradas hot
spots para mutaciones.

Los genes que codifican los ARNts mitocondriales (por
ejemplo el ARNtLeu(UUR) y ARNtLys) han sido reportados con
numerosas variantes relacionadas con diferentes enfermeda-
des, como MELAS, MERRF, cardiopatias, y diabetes, entre otros
(19, 20, 32, 33, 34). Estos loci en ADNmt son por lo tanto, can-
didatos a ser estudiados en pacientes con fenotipo sugerente
de trastornos mitocondriales.

La importancia de realizar la secuenciacién radica en el
gran numero de mutaciones privadas que han sido relaciona-
das con sindromes especificos o con nuevos fenotipos, y que
sélo mediante esta técnica se han podido detectar (7).

Paciente portador del polimorfismo m.7517A>G: el locus
7515-7517 es una zona no codificante del ADN mitocondrial
(35). Por secuenciacion de la regién 7336 - 8815, se identifi-
c6 en el paciente #4 el polimorfismo m.7517A>G en estado
heteroplasmico, el cual ha sido reportado en el haplogrupo
H5a1gla (16). Si este individuo no es del haplogrupo H5a-
1g1a, se podria sugerir que la variante ha aparecido de forma
independiente y no es compartida por descendencia comun,
pudiendo ser patogénica.

La variante m.7517A>G podria en cierto grado estar afec-
tando el procesamiento de la molécula policistrénica (36). Es-
pecificamente, ésta se ubica entre el ARNtAsp en la cadena
pesada y el ARNtSer(UCN) en la liviana, donde el extremo 5’
de la secuencia flanqueante es 7517A/AAGGTA en el gen del
ARNtAspy 7517T/ttGAAAAA en el del ARNtSer(UCN).

Sin embargo, al estudiar el grado de conservacién en la
escala evolutiva de este locus, se detectd que se trataba de
una base poco conservada, lo que sugiere que no tiene una
importancia funcional significativa. No obstante, se han re-
portado casos donde a pesar de que la mutacién ocurre en
una regién poco conservada, la expresién fenotipica sub-
secuente es patoldgica. Un ejemplo tipico es m.14484T>C
(M64V) asociada con el sindrome de LHON (37).

Asimismo, el calculo de la estabilidad termodindmica de
la estructura secundaria de los ARNts no evidencié diferen-
cias significativas entre las secuencias normales y mutadas.
Sin embargo, la inica manera de saber si realmente la varian-
te m.7517A>G encontrada en el paciente #4 es patogénica, es
cuantificar el ARNtAsp y el ARNtSer(UCN) en lineas celulares
con la mutacién, asi como evaluar si la sintesis proteica mito-
condrial y la actividad de la cadena respiratoria estan afecta-
das en estas células.

Cabe mencionar que esta variante puede que no sea su-
ficiente para expresar el fenotipo patoldgico. Existen genes
modificadores tanto nucleares como mitocondriales, factores
ambientales y modificaciones epigenéticas que podrian con-
tribuir al desarrollo del fenotipo clinico (38).

Correlacién genotipo/fenotipo: en este estudio todos los
pacientes analizados presentaron una amplia variabilidad fe-
notipica con sintomas clinicos caracteristicos que sugerian un
defecto en el sistema de fosforilacién oxidativa.

La expresion fenotipica de las enfermedades mitocon-
driales ocurrira cuando se alcance un nimero critico de ADN-
mt mutante en un tejido particular, de manera que se afecte
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su funcionamiento (efecto umbral). Por lo anterior, la propor-
cién de ADNmt mutante requerida para afectar el funciona-
miento es dependiente de cada tejido; asimismo, otros fac-
tores como la edad y el género contribuyen al proceso de la
enfermedad (1, 3, 39, 40).

Generalmente, no existe una buena correlacién geno-
tipo/fenotipo, ya que una misma mutacién puede provocar
manifestaciones clinicas muy diversas, y viceversa (2, 41). Sin
embargo, se ha reportado una alta correlacién entre el por-
centaje de ADNmt mutado y la gravedad de la enfermedad
(39).

Asimismo, la naturaleza intrinseca de la mutacién causal
en el ADN mitocondrial, afecta de manera distinta el fenotipo
en cada caso. Por ejemplo, mutaciones en genes que codifi-
can ARNs de transferencia, se ven asociadas a pacientes que
presentan un déficit de varios complejos del sistema de fosfo-
rilacién oxidativa, mientras que variantes en genes codifican-
tes de proteinas suelen afectar especificamente al complejo
enzimatico conformado por el polipéptido mutado (17).

Ademas, existen genes modificadores que podrian con-
tribuir a explicar por qué en algunos pacientes la enferme-
dad progresa de una manera mas rapida que en otros, aln
cuando poseen la misma mutacidn y porcentaje similar de
heteroplasmia. Puede haber una influencia del fondo genéti-
co mitocondrial y nuclear, que genera variabilidad fenotipica
entre los individuos (38, 42, 43).

Adicionalmente, las alteraciones epigenéticas en el ADN
nuclear también participan en esta modulacién de la expre-
sion fenotipica (44, 45). Recientemente se publicé un articulo
donde se menciona la presencia de posibles modificaciones
epigenéticas en el ADNmt que podrian estar participando
con la gran heterogeneidad fenotipica observada en pacien-
tes con mitocondriopatias (46).

A suvez, el ambiente con el que interactua el individuo es
de gran importancia para la determinacion del fenotipo (47).

Con base en lo anteriormente descrito, cuando una ma-
dre posee ADNmt en estado heteropldsmico es imposible
predecir que porcentaje de las moléculas mutantes hereda-
rdn sus hijos y en qué porcentaje estara presente en cada uno
de los tejidos (17).

La gran variabilidad en la presentacién clinica de las en-
fermedades mitocondriales es el reflejo de la complejidad
estructural, funcional y genética de la cadena respiratoria.

Por lo anterior, es necesario disponer de un equipo multidis-
ciplinario que permita el diagnéstico precoz y exacto de estas
patologias.

Se ha visto que hay un retraso muy grande entre el inicio
de los sintomas y el diagnéstico genético; cuando este tiem-
po se reduce, repercute muy favorablemente en la calidad de
vida y supervivencia de los pacientes.

Actualmente, la facilidad de los analisis genético-mole-
culares del ADN mitocondrial ha permitido no sélo el diag-
néstico de fenotipos claramente mitocondriales, sino tam-
bién la exclusion de otras patologias que no son causadas por
mutaciones en el genoma mitocondrial. Sin embargo, excluir
mutaciones en determinados genes mitocondriales no des-
carta el diagnéstico, ya que lo ideal es realizar una secuencia-
cién completa del ADNmt en aquellos pacientes candidatos a
padecer sindromes relacionados con patologia mitocondrial.

Finalmente, es primordial llevar a cabo los andlisis utili-
zando ADN procedente del tejido post - mitético mas afecta-
do, ya que en ocasiones la mutacién no puede ser detectada
en tejidos en divisién, como la sangre.
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[/ Cuadro 1. Namero de pacientes portadores de mutaciones en el ADN mitocondrial.

Mutacion

positivos

m. 32434>G
m. 83444>G

Deleccion
TOTAL

2

2
1
5

Numero de pacientes
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