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1 RESUMEN

En el presente trabajo se expone el caso de una paciente afecta de enfermedad mitocondrial por
deficiencia de la polimerasa gamma. La paciente porta las variantes patogénicas H1134R e Y831C en
el gen de la ADN polimerasa gamma. Se expone también el marco tedrico fisiopatoldgico y bioquimico
gue subyace a estas patologias para intentar comprender el funcionamiento de las enfermedades
mitocondriales, asi como su diagndstico y tratamiento.

Ademads, se discute el proceso diagndstico y terapéutico de las enfermedades mitocondriales
actualizando el conocimiento sobre estas patologias, a fin de aportar las ultimas evidencias cientificas
para el diagndstico y las posibilidades terapéuticas disponibles en la actualidad, asi como las que se
encuentran en estudio y desarrollo.

Palabras clave: Fosforilacién oxidativa, metabolismo energético, enfermedades mitocondriales, gen
POLG, ADN mitocondrial (mtADN), ADN nuclear (nADN), cadena respiratoria, diagndstico prenatal,
secuenciaciéon de préxima generacion (NGS), deplecion de ADN mitocondrial, defectos de
mantenimiento del mtADN

2 ABSTRACT

The 2006 case of a newborn with a mitochondrial disease is studied. This pathology is due to a
mutation in the gamma DNA polymerase gene: H1134R and Y831C. The pathophysiological and
biochemical theoretical framework underlying these pathologies is explained to understand the way
mitochondrial diseases work. This is used to later justify the diagnosis and treatment of these diseases.

The diagnostic and therapeutic process is compared with the literature on mitochondrial diseases. The
knowledge about these pathologies is updated, providing the latest scientific evidence on the
diagnosis and therapeutic possibilities currently available, as well as some currently developing.

Keywords: Oxidative phosphorylation, energy metabolism, mitochondrial diseases, POLG gen,
mitochondrial DNA (mtDNA), nuclear DNA (nDNA), respiratory chain, prenatal diagnosis, next
generation sequencing (NGS), mtDNA depletion, maintenance defects of the mitocondrial DNA.



3 INTRODUCCION

Las mitocondrias son organulos situados en el citoplasma celular e indispensables para las células
eucariotas, cuya funcién principal es la de generar la energia necesaria para llevar a cabo la actividad
o respiracion celular. Por ello, las enfermedades mitocondriales son enfermedades de base genética
gue se caracterizan por un déficit energético debido a alteraciones en las proteinas que llevan a cabo
la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (1). Las proteinas requeridas para llevar a cabo la funcidn
mitocondrial provienen de dos fuentes genéticas, el ADN mitocondrial (mtADN) y el ADN nuclear
(nADN). Por ello, mutaciones o errores en cualquiera de estos dos tipos de ADNs pueden resultar en
una patologia de tipo mitocondrial. La patologia causada por alteracidon en el mtADN puede deberse
tanto a mutaciones puntuales en el mtADN como a deleciones del mtADN o a deplecién del mtADN.
Los defectos de mantenimiento del mtADN son un grupo de patologias que engloban defectos
cualitativos o cuantitativos del mtADN (multiples deleciones o deplecion) (2).

Las enfermedades mitocondriales suelen ser progresivas y multisistémicas, presentdndose como un
grupo heterogéneo de trastornos. Los érganos tipicamente afectados son los que tienen una gran
demanda energética, como el musculo esquelético y cardiaco, sin embargo, practicamente cualquier
o6rgano o tejido puede estar afectado. La diversidad de fenotipos que pueden expresar estas
enfermedades supone un reto en la practica clinica, especialmente en su diagndstico. Pero, la
dificultad diagnéstica se debe no sélo al amplio espectro de sintomas y signos que presenta, sino
también a la ausencia de una deteccidn sistematica fiable o a la falta de un biomarcador sensible y
especifico (3)(5).

Por todo ello, estimar la prevalencia de estas enfermedades resulta extremadamente complicado.
Algunos estudios situan la prevalencia de las enfermedades mitocondriales en general entre 1 de cada
5.000 a 10.000 habitantes (4). El estudio mas detallado al respecto, realizado en el noreste de
Inglaterra, muestra una prevalencia estimada de 9,6 casos de enfermedades mitocondriales causadas
por mutacién en el nADN cada 100.000, y de 2,9 casos de enfermedades causadas por mutaciones en
el mtADN por 100.000 habitantes (1)(3). Todos los estudios coinciden en la dificultad de llegar a
calcular una prevalencia real debido al infra diagndstico y heterogeneidad clinica.

Lo que en tiempos fueron consideradas enfermedades raras a describir en las sesiones clinicas o en
forma de casos clinicos en las revistas en la actualidad son trastornos que se observan con mayor
frecuencia (5). Debido al gran desconocimiento acerca de estas enfermedades, no solo el diagndstico
representa un reto, sino también el tratamiento curativo efectivo que sigue siendo esquivo, por lo que
generalmente estara dirigido solo a paliar los sintomas.

Para llevar a cabo el estudio de estas enfermedades y en particular del caso a revisar, en los siguientes
apartados se abordara el conocimiento de la mitocondria, su estructura, sus funciones, su division y
mantenimiento normales que nos permitirdn comprender y explicar la fisiopatologia que subyace en
estos sindromes.



4 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Este trabajo recoge la aproximacion clinica y metodologia diagndstica a una paciente con una
enfermedad mitocondrial que, a pesar de utilizar todos los recursos diagnésticos disponibles en aquel
momento no se alcanzd un correcto diagndstico etioldgico hasta 5 afios después.

Las enfermedades mitocondriales estdn consideradas como enfermedades raras, aunque su
prevalencia no es tan reducida como se suele creer, por lo tanto hay que pensar en ellas para poderlas
diagnosticar (1)(3).

Su diagnéstico, como se ha comentado, es complejo, dificultado por la sintomatologia heterogénea
con fenotipos clinicos muy diferentes con la que se presentan y que, ademas, pueden manifestarse
tanto en edad pediatrica como adulta.

Por otro lado, el tratamiento disponible es escaso, y de efectividad limitada. Generalmente es
paliativo, enfocado al alivio de la sintomatologia. Como dificultad afiadida, existe un desconocimiento
general sobre este tipo de patologias (5).

Con este trabajo se pretenden conseguir los siguientes objetivos

1) Elobjetivo principal de este trabajo consiste en actualizar la informacidn disponible en cuanto
al diagnéstico y tratamiento de estas enfermedades.

2) Exponer el conocimiento actual sobre las enfermedades mitocondriales.

3) Estudio y analisis de un caso pasado como precedente, para mejorar el manejo de casos
similares que puedan presentarse en la actualidad con el conocimiento disponible hoy en dia.

4) Investigar sobre opciones diagndsticas y terapéuticas novedosas disponibles en la actualidad,
asi como en desarrollo con posible aplicacidon en un futuro cercano.

5) Presentar un informe actualizado sobre el conocimiento adquirido sobre este tipo de
enfermedades.

6) Facilitar una fuente de informacién para profesionales que deseen actualizar o incrementar
su conocimiento sobre las patologias tratadas en este trabajo, a fin de lograr una mayor
familiaridad con ellas. Especialmente para que los médicos de asistencia primaria puedan
acercarse a las manifestaciones cambiantes pero reales de la enfermedad mitocondrial que
facilite el adecuado diagndstico y tratamiento de esta patologia que se presenta de forma
cada vez mas frecuente y que involucra a todas las especialidades.



5 MARCO TEORICO

5.1 ASPECTOS GENERALES DE LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias son orgdnulos celulares, presentes en todas las células nucleadas de los mamiferos
(por lo que no estan presenten en los eritrocitos). Estan formadas por una doble membrana (externa
e interna) que limita un espacio intermembranoso y una matriz mitocondrial (6). La membrana externa
de las mitocondrias es lisa, pero la interna forma unos pliegues o crestas, que aumentan su superficie.
De esta manera aumenta el espacio disponible para la presencia de una gran cantidad de proteinas
enzimdticas y de transporte. Entre ellas, las que forman los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria destinados a la produccién de energia (7).

Estos organulos son conocidos, principalmente, por su papel en la generacidn de energia en forma de
ATP mediante la respiracion aerébica, usando como combustible nutrientes organicos. Pero, ademas,
llevan a cabo otras funciones, que pueden variar segun el tipo de célula eucariota en la que estén
presentes. Se cree que todas las mitocondrias derivan de un organulo ancestral que se origind por la
integracién endosimbidtica de una proteobacteria y un huésped celular, una arquea del grupo Asgard

(8).

La mitocondria esta involucrada en los procesos termogénicos no relacionados con los movimientos
corporales (temblor) (7). Ademas, estos organulos generan especies reactivas de oxigeno (ROS) ,como
el ion superdxido Oy, que estd involucrado en muchas sefiales relacionadas con el crecimiento, la
supervivencia y la migracion de la célula (9).

Las mitocondrias poseen su propio material genético, de manera que pueden sintetizar proteinas,
necesarias para realizar sus funciones, para mantener su propia estructura, y «reproducirse»
generando nuevas mitocondrias. Es por ello por lo que se dice que tienen una vida semiauténoma. La
supervivencia misma de cada célula eucariota depende de la integridad de sus mitocondrias (6)(7).

La mitocondria participa activamente en la produccidn de la apoptosis o muerte celular programada,
gue implica la muerte de ciertas células como células anormales, infectadas por virus o cancerosas,
proceso que es ventajoso y muchas veces resulta esencial para la supervivencia del organismo (Figura
1). En este proceso estd regulado por proteinas antiapoptoticas y mediado por proteinas
proapoptéticas. La apoptosis se desencadena cuando la principal proteina proapoptética, el citocromo
C, sale de la mitocondria a través de unos poros que se forman en su membrana por otras proteinas
proapoptéticas, e inicia una cascada de eventos bioquimicos que culminan con la muerte celular (6).
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Figura 1: Procesos de apoptosis (izquierda) y necrosis (derecha) (1).

5.2 FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA

Como se ha visto, las mitocondrias son organulos complejos con numerosas funciones importantes en
las células eucariotas, entre las que destaca la produccion de energia. A continuacién, se detallaran
estos procesos.

5.2.1 METABOLISMO INTERMEDIARIO

Las mitocondrias son organulos cruciales como integradoras del metabolismo intermediario (10). El
metabolismo intermediario es la suma total de todas las reacciones enzimaticas que tienen lugar en
la célula (11). Las funciones son las siguientes:

1) Obtener energia quimica del entorno
2) Convertir elementos nutritivos exdgenos en las unidades estructurales o precursores de los
componentes macromoleculares de las células

3) Reunir los precursores para formar proteinas, acidos nucleicos, lipidos, polisacaridos y otros
componentes celulares

4) Formary degradar las biomoléculas que se necesitan en la funcidn especializada de la célula

5.2.1.1 GENERACION DE ENERGIA
En las células eucariotas se genera energia mediante 2 vias diferentes, una aerobia y otra anaerobia

5.2.1.1.1 Generacion en condiciones anaerobias mediante glucolisis en el citosol
La glucolisis anaerobia genera pequefias cantidades de ATP, como se muestra en la siguiente ecuacion:

Glucosa + 2NAD*Y + 2ADP + 2P — 2 Piruvato + 2NADH + 2H* 4+ 2ATP



El rendimiento neto de la glucdlisis por mol de glucosa metabolizada es el siguiente:

1) 2 moles de piruvato.
2) 2 moles de ATP
3) 2 equivalentes reductores en forma de NADH

El piruvato resultante puede transformarse en diferentes productos segun las condiciones de
oxigenacion presentes:

e En anaerobiosis: se reduce por fermentacién a lactato a través de una reaccién catalizada por
la enzima lactato deshidrogenasa, donde se regenera poder reductor o NAD*, el cual permite
metabolizar mas glucosa mediante glucolisis (12) (Figura 2).

e Aerobias: se oxida y decarboxila catalizado por la piruvato deshidrogenasa a CO; y acetil-CoA.
Este ultimo se metabolizara por el ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs (10). Su
balance neto es:

Acetil — CoA + 3NAD* + FAD + GDP + Pi + 2H20
— CoA—SH + 3 (NADH + H*) + FADH2 + GTP + 2 (02

Obteniendo energia en forma de energia quimica (GTP) y poder reductor (NADH y FADH2).

2 ADP + 2 Pi 2 ATP

N s
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Figura 2: Generacidn de lactato. Una molécula de glucosa genera otra de lactato mediante una
reaccion anaerdbica (13).
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(6).

5.2.1.1.2 Fosforilacion oxidativa en las mitocondrias (aerobia)

La fosforilacion oxidativa u OXPHOS es la etapa final de la oxidacién aerdbica de nutrientes
energéticos. Es un proceso que también sucede en la mitocondria y genera energia quimica en forma
de ATP. Antropoldgicamente, en etapas tempranas de la historia de la vida se origind un método eficaz
para generar energia y sintetizar ATP que superaba a la fermentacién o glucolisis. Este proceso
consiste en el desplazamiento de electrones a través de membranas, que es precisamente el proceso
empleado en la fosforilacion oxidativa (14). Este proceso genera la mayor parte (~90%) del ATP celular
(15).

El movimiento de electrones a través de la membrana se lleva a cabo mediante la cadena de
transporte de electrones (CTE), y lo que en ella sucede es un proceso exergdnico (que genera energia).
Los compuestos reductores (como NADH) donan electrones a aceptores de electrones (como el
oxigeno). La energia transferida del primer proceso genera un movimiento de protones a través de la
membrana, los expulsa de la matriz mitocondrial y los introduce en el espacio intermembrana. Este
gradiente generado de protones permite un flujo de reentrada que es el que aporta la energia a la
enzima ATP sintasa para generar moléculas trifosfato (ATP) (Figura 4).

Una célula sin mitocondrias, como es el caso de los eritrocitos, aprovecha peor sus nutrientes
energéticos. Por ejemplo, de 1 molécula de glucosa obtiene Unicamente 2 moléculas de ATP. En
cambio, una mitocondria por fosforilacion oxidativa es capaz de generar hasta 32 moléculas de ATP
por molécula de glucosa (6).



La CTE esta compuesta por cinco complejos multienzimaticos (Figura 4) y dos moléculas que acttan a
modo de nexo de unidn o lanzadera, la coenzima Q y el citocromo ¢, cuya funcién es transportar
electrones entre los diferentes complejos. El quinto complejo es la ATP sintasa, que es la encargada
de sintetizar las moléculas de ATP (1).

H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+ H+

H+ Espacio
intermembranal

| conpusso 1111""""""'1'":@" i cones30 g 11 ey, |
| ' JLUBALAVLALY "y MU
-

] Lu, mitucnndrialll
i i

NADH NAD+ 120, H, 0 Matriz
mitocondrial

FADH, FAD

H+ H+ H+
H+ .>4 H+ H+

H.0
Succinato  Fumarato ADP + Pi ATP + Hy

H+ H+ H+

Figura 4: Complejos multienzimdticos y transportadores. CoQ (Coenzima Q10), Cit c (citocromo c),
transportadores de electrones (16).

5.2.1.2 GLUCONEOGENESIS
La gluconeogénesis tiene lugar en las mitocondrias del higado y de la corteza renal (12), a partir de
diferentes sustancias:

1) Piruvato

2) Lactato: mediante el ciclo de cori, gluconeogénesis hepatica acoplada a la produccién
muscular de lactato.

3) Intermediarios del ciclo de Krebs

4) Aminodcidos glucogénicos: principalmente la alanina y la glutamina

5) Ciclo glucosa-alanina: en tejidos periféricos, el piruvato experimenta transaminacion a
alanina, que se devuelve al higado y se utiliza para la gluconeogénesis

6) Glicerol

5.2.1.3 B-OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS

La energia procedente de la degradacion de grasas se obtiene mediante la B-oxidacién de acidos
grasos. Este proceso también tiene lugar en el interior de las mitocondrias. Los acidos grasos
constituyen una fuente importante de energia debido a que la mayor parte de sus &tomos de carbono
estdn en estado mas reducido que en los hidratos de carbono o las proteinas. Este proceso supone la
degradacion de acidos grasos a acetil-CoA (11) (Figura 5).

Acetil — CoA + Carnitina (Citosol) — Acetil — Carnitina
— Acetil — carnitina — CoASH (Matriz mitocondrial)
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El acetil-Coa, como se ve en Figura 5, puede seguir la ruta del ciclo de Krebs, o formar cuerpos
cetdnicos. El malonil-CoA es el primer intermediario de la sintesis de acidos grasos e inhibe esta ruta
de degradacion (10).

El rendimiento energético de la B-oxidacién (ejemplo con el palmitico C16:0, que es un acido graso
saturado formado por una cadena de dieciséis dtomos de carbono) puede verse en la siguiente
reaccion:

Acido palmitico (C16:0) - CO, + H,0 + 129 ATP

Por cada atomo de C oxidado se obtienen 8°2 moléculas de ATP. Mientras que en la oxidaciéon de la
glucosa se obtiene 6°3 moléculas de ATP por cada atomo de carbono oxidado (10).

En la degradacion de acidos grasos de cadena impar se obtiene al final una molécula de acetil-CoA y
otra de propionil-CoA. Este Ultimo sigue una serie de transformaciones por las que acaba entrando en
la ruta del ciclo de krebs a través del succinil CoA:

PropionilCoA — MetilmalonilCoA — SuccinilCoA



5.2.1.4 METABOLISMO DE LOS CUEPROS CETONICOS
Los cuerpos cetdnicos se originan a partir del acetil-CoA (11), que a su vez proviene de:

1) Oxidacion a CO, + H,0 (ciclo de Krebs)
2) Biosintesis de acidos grasos

3) Biosintesis de colesterol

4) Biosintesis de cuerpos cetdnicos

En la mitocondria, cuando el acetil-CoA se acumula, sigue la ruta de la cetogénesis (14).

Cuando la disponibilidad de glucosa es baja en el higado predomina la degradacién de acidos grasos
respecto a la de hidratos de carbono, por lo que se forman grandes cantidades de acetil-CoA.

Cuando en la mitocondria no hay disponibilidad de oxalacetato (agotamiento de hidratos de carbono),
el acetil-CoA no puede entrar al ciclo de Krebs y es cuando se forman cuerpos cetdnicos en exceso
(ruta denominada de rebosamiento) (14).

Los cuerpos cetdnicos son el acetoacetato, acetona (las cetonas) y D-B-hidroxibutirato (11). Estos se
exportan a los musculos esquelético y cardiaco y a la corteza renal. El cerebro sélo los consume en
estado de inanicidn. Este transporte permite la continua oxidacién de acidos grasos en el higado
cuando el acetil-CoA no esta siendo oxidado en el ciclo de Krebs.

El exceso de cuerpos cetdnicos, que son compuestos acidos, acarrea numerosos problemas, como
acidosis metabdlica y cetosis, debilidad, deshidratacién, vémitos, hipertensidn, taquicardia y la
disminucién del nivel de conciencia entre otros (18).

5.3 SISTEMA GENETICO MITOCONDRIAL

El cigoto de los mamiferos es una célula nueva generada a partir de un dvulo y un espermatozoide. El
espermatozoide sélo aporta al cigoto su material genético, mientras que el évulo proporciona su
material genético y todos los orgdnulos necesarios para el buen funcionamiento celular, incluidas las
mitocondrias. La procedencia del mtADN es exclusivamente del évulo, por eso el material genético de
las mitocondrias humanas (mtADN) procede Unicamente de la madre (aunque en ocasiones puede
haber una contribuciéon paterna) (1).

El mtADN es una cadena doble de ADN, integrado por 16.569 pares de bases (19), codifica:

1) 22 ARNs de transferencia
2) ARNSs ribosémicos
3) 13 péptidos de la CTE (componentes del sistema OXPHOS, excepto el complejo 1)

La secuencia completa del mtADN se publicé por primera vez en 1981 (20).

La independencia de la mitocondria es relativa, ya que su funcionamiento y su material genético estan
coordinados con el del nucleo celular, que contiene material genético de origen materno y paterno.

La cantidad de mtADN en cada célula puede variar entre cientos de miles de copias y unos pocos
cientos, dependiendo del tipo de célula (7).
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El mtADN tiene una alta tasa de mutacion, de 10 a 17 veces mayor que la observada en el nADN. El
mtADN tiene una estructura circular, carece de estructura intrén-exén y de la proteccién de las
histonas. Ademas, al codificar las proteinas involucradas en los procesos de fosforilacion oxidativa, se
encuentra expuesto al dafio oxidativo producido por los radicales libres generados en ese
metabolismo. Por ultimo, aunque existen sistemas de mtADN de reparacidn, no son suficientes para
contrarrestar el dafio oxidativo sufrido por el genoma mitocondrial, ni son tan eficientes como el del
nADN (7).

La tasa de mutacion del mtADN se puede verse influida por factores ambientales o por mutacién de
genes nucleares involucrados en el mantenimiento de mtADN (21).

5.3.1 REGULACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y PATRON DE HERENCIA

Se necesitan mds de 1500 proteinas para una correcta funcidon de la mitocondria. De ellas, sélo 13 las
codifica el mtADN. El resto las codifica el NnADN vy, tras traducirse en el citoplasma, son importadas a
través de la membrana mitocondrial.

La funcién mitocondrial esta regulada por un doble sistema genético:

e mtADN
e nADN

El término "enfermedad mitocondrial" se aplica al grupo de trastornos que tienen en comun el estar
producidos por una deficiencia en la biosintesis de ATP y que pueden estar causadas por mutaciones
en uno o en ambos sistemas genéticos, mostrando patrones de herencia materna o mendeliana, lo
gue complica su diagnédstico. La enfermedad por esta razdn presenta sintomas muy diferentes, suelen
ser multisistémicas, presentan una morbilidad y mortalidad muy significativas y, la relacién del
genotipo del mtADN con el fenotipo no es nada clara (22).

5.3.2 CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL ADN MITOCONDRIAL
Herencia materna: Las mitocondrias se heredan de la madre, por lo que ella transmite el genoma
mitocondrial a todos sus hijos, pero solo las mujeres lo transmiten a la siguiente generacion (19).

Poliplasmia: El numero de moléculas de mtADN varia entre unas pocas en las plaquetas a unas
100.000 en el ovocito, pero la mayor parte de los tejidos contienen entre 1.000 y 10.000 copias por
célula (22).

Heteroplasmia: coexistencia en una misma célula de poblaciones mutadas y sanas de mtADN (19).

Segregacion mitoética: Durante la division mitocondrial, las moléculas de mtADN se segregan al azar
entre las células hijas, pudiendo dar lugar a tres posibles genotipos: homopldsmico normal,
homoplasmico mutante y heteroplasmico con porcentajes variables de mtADN mutado y normal
(Figura 6). Por tanto, el fenotipo de una célula con heteroplasmia dependera del porcentaje de mtADN
mutado. A su vez, durante la divisidén celular las mitocondrias se segregan también al azar por lo que
los diferentes tejidos y drganos que formardn pueden contener un porcentaje variable de
mitocondrias mutadas (0%, 30%, 70%, etc o 100%), explicando asi que las enfermedades
mitocondriales suelan ser multisistémicas y tan heterogéneas (Figura 7) (19).
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Figura 6: Segregacion mitética (21).
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Figura 7: Homoplasmia y heteroplasmia. Se ven 3 mitocondrias, la primera, con mtADN
homopldsmico sin mutaciones. La segunda, con heteroplasmia en la que el 30% del ADN no estd
mutado. La ultima, una mitocondria con el 70% de su ADN mutado (23).

Expresion umbral: Cuando los niveles de ATP estan por debajo de un nivel umbral, que difiere para
cada tejido segln sus necesidades energéticas, aparecen manifestaciones de la enfermedad. Por
tanto, el hecho de que cada célula exprese la enfermedad depende de qué cantidad de mtADN
defectuoso tenga y sus necesidades energéticas. Los tejidos que se ven mas afectados son el sistema
nervioso, el cardiaco y el muscular, aunque realmente, cualquier 6rgano o tejido puede verse
implicado (22).
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Cuello de botella materno: el ovocito, antes de madurar, reduce su nimero de moléculas de mtADN,
y selecciona al azar un pequeiio porcentaje que luego se amplifica. Por lo tanto, el mtADN de la
descendencia en realidad procede de una pequefia proporcidon del mtADN materno, pudiendo haber
seleccionado ADN mutado o no (24).

En la Figura 8 se muestra un ejemplo en el que una mujer posee un 30% de mtADN mutado, pero a su
descendencia puede transmitirle desde s6lo mtADN normal (0% mutado) hasta el 100% de mtADN
mutado, segln la poblacidn de mtADN resultante tras la reduccidn.

® 0%
Healthy
Mitochondrial bottleneck
e N
® <60° °

Not affected

e N
Woman weh 325 e 60-90%
of mMDNA o - G
notoroplasmy - ray zone
Not affected had
e N
o
- *o o .. >gO°o
e - Affected

Figura 8: Cuello de botella materno (25).

5.3.3 ADN NUCLEAR RELACIONADO CON EL FUNCIONAMIENTO DE LA MITOCONDRIA

Hay mas de 1.500 genes nucleares diferentes que codifican proteinas mitocondriales. Actualmente se
estd descubriendo un nimero creciente de mutaciones en estos genes. La herencia de estos genes,
por ser nucleares, se ajusta a un patron mendeliano, que puede ser autosomicos dominante, recesivo
o ligada al cromosoma X. Las consecuencias patoldgicas de las mutaciones en el nADN que afectan a
las mitocondrias son variadas e incluyen defectos en la replicacion mtADN, la traduccidn del mtADN y
la homeostasis mitocondrial, entre otras (26).
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5.4 ENFERMEDADES MITOCONDRIALES. ASPECTOS CLINICOS

El amplio abanico de alteraciones en el metabolismo oxidativo mitocondrial condiciona cuadros
heterogéneos englobados bajo la denominacién de enfermedades mitocondriales, reservandose el
término citopatias mitocondriales para disfunciones de la cadena respiratoria mitocondrial (27).

Si bien existen una serie de sindromes clinicos bien definidos, su caracteristica principal es la
heterogeneidad en sus manifestaciones (ver Figura 9), que viene en parte condicionada por los
fendmenos de heteroplasmia, segregaciéon mitdtica y efecto umbral, debido a que, como se ha
enunciado antes, cada tejido requiere un determinado porcentaje de mitocondrias afectadas para que
se exprese el proceso (28).

Las enfermedades mitocondriales pueden manifestarse a cualquier edad, en cualquier érgano que
requiera energia, siendo los sintomas predominantes los neuromusculares. Debe sospecharse
un defecto de la fosforilacién oxidativa mitocondrial ante cualquier paciente que presente
una asociacién inexplicable de dos o mds sintomas, con un curso clinico rdpidamente progresivo, y
que afecte tejidos y drganos aparentemente no relacionados (29).

Practicamente, cualquier sintoma o afectacion organica puede ser reflejo de disfuncién mitocondrial,
siendo especialmente sugerentes los siguientes hechos (30):

1. Evidencia de trastorno multistémico progresivo, que afecte en proporcion y cronologia variable al
sistema nervioso central (SNC), sistema nervioso periférico (SNP), ojos, audicién, musculatura
estriada y corazon.

Oftalmoplejia externa progresiva, en especial si va asociada a retinitis pigmentaria.

Asociacion de polimioclonias y ataxia.

Existencia de ataxia cerebelosa con trastornos sensoriales propioceptivos.

Debilidad muscular e intolerancia al ejercicio asociada a un sindrome neuroldgico.

Episodios neuroldgicos recurrentes y parcialmente progresivos (tipo ictus), tales como
hemiparesia, hemianopsia, ceguera cortical o migraia.

7. Sindrome de talla baja y déficit de audicidn progresivo.

ok wnN
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Figura 9: Afectacion multisistémica debido a fallos en la produccion de ATP en la mitocondria (29).

5.4.1 DEFECTOS DEL MANTENIMIENTO ADN MITOCONDRIAL

Los defectos del mantenimiento del mtADN (MDMD) son un grupo de enfermedades causadas por
variantes patogénicas en los genes nucleares implicados en el mantenimiento del ADN mitocondrial
(hasta el momento se han descrito 20 genes) que producen defectos cuantitativos (depleciéon de ADN
mitocondrial) y cualitativos (multiples deleciones de ADN mitocondrial). Por lo tanto, los MDMD se
heredan siguiendo un patrdon de herencia nuclear y no mitocondrial (24).

El mtADN defectuoso ocasiona una disfuncion organica debido a la sintesis insuficiente de proteinas
codificadas por él, lo que resulta en una sintesis insuficiente de los componentes de la cadena
respiratoria necesarios para la produccién adecuada de energia de los 6rganos afectados (30).

El mantenimiento del mtADN depende de proteinas codificadas por el nADN (ver Tabla 1), entre ellas
(31):

1) Genes que codifican enzimas de maquinaria de replicacion de mtADN (polimerizacion de
mtADN: POLG, POLG2, TWNK y TFAM; y nucleasas que eliminan los intermedios de la aleta:
RNASEH1, MGME1 y ADN2)

2) Genes que codifican proteinas que funcionan para mantener un grupo equilibrado de
nucledtidos mitocondriales (via de rescate mitocondrial: TK2, DGUOK, SUCLG1, SUCLA2 y
ABAT; metabolismo de nucledtidos citosélicos RRM2B y TYMP; e importacidn de nucledtidos
mitocondriales: SLC25A4, AGK y MPV17)

3) Genes que codifican proteinas involucradas en la fusién mitocondrial (OPA1, MFN2 y FBXL4)
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Tabla 1: Genes nucleares involucrados en sindromes de deplecion de mtADN. ADN mitocondrial
(mtDNA), autosémico dominante (AD), autosomico recesivo (AR), deleciones de mtADN multiples
(dels), depleciones de mtADN (depl), oftalmoplejia externa progresiva (PEQ), miopatia mitocondrial
(MM), sindrome de deplecion de mtADN (MDS), sindrome de Alpers (AS), sindrome de ataxia recesiva
mitocondrial (MIRAS), encefalopatia mitocondrial (ME), atrofia dptica (OA), encefalopatia
neurograstrointestinal mitocondrial (MNGIE), ataxia infantil espinocerebral (IOSCA) (31).

mtDNA Tissues Mainly Clinical

Pathway Gene Locus Encoded Protein Transmission  Onset
Defects Affected Phenotypes
AD, AR Adult dels muscle PEO, MM
DNA polymerase gamma,
POLG 1525 Infantile depl liver MDS, ME, AS
catalytic subunit AR
Adult depl cerebellum MIRAS
mtDNA DNA polymerase gamma,
POLG2 17q AD Adult dels muscle PEO
replication accessory subunit
AD Adult dels muscle PEO
PEO! 10g24 Twinkle Infantile depl liver MDS
AR
Infantile depl brain 10SCA, ME
DNA2 10q21.3—q22.1 DNA replication helicase/nuclease 2 AD Adult dels muscle PEO, MM
mtDNA repair Mitochondrial genome
MGME]  20p11.23 AR Adult  dels/depl muscle PEO, MM
maintenance exonuclease |
Adenine nucleotide
SLC2544 4935 AD Adult dels muscle PEO
translocator
Late
Thymidine
TYMP 22q13 AR childhood dels/depl muscle MNGIE
phosphorylase
Adolescence
Early
AR depl muscle MDS
TK2  16q22-q23.1 Thymidine kinase 2 childhood
AR Adult dels muscle PEO, MM
Neonatal
dNTPs pools AR depl liver/muscle MDS
DGUOK 2pl3 Deoxyguanosine Kinase Infantile
maintenance
AR Adult dels muscle PEO
AR Infantile depl muscle MDS
Ribonucleotide
RRM2B 8q23.1 AR Adult depl muscle MNGIE
reductase M2 B
AD Adult dels muscle PEO
Succinyl-CoA ligase, Early
SUCLA2 13q12.2-ql3.1 AR depl muscle MDS
beta subunit childhood
Succinyl-CoA ligase, Neonatal
SUCLGI 2pll.2 AR depl muscle/liver MDS
alpha subunit Infantile
ABAT 16p13.2 4-aminobutyrate aminotransferase AR Infantile depl brain/muscle MDS
OPAl 3q28-q29  Mitochondrial dynamin-like GTPase AD Adult dels muscle OA plus
MFN2 1p36.22 Mitofusin 2 AR Adult dels muscle OA plus
< - Neonatal
Mitochondrial Mpv 17 mitochondrial inner AR depl liver MDS
: MPV17 2p23.2 Infantile
dynamics membrane protein
AR Adult dels brain ME
F-box and leucine-rich repeat Neonatal
FBXL4 6q16.1 AR depl brain/muscle ME/
(LRR) protein Infantile
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La sintesis de mtADN requiere disponibilidad constante de bloques de construccion de ADN, los
desoxirribonucledtidos trifosfatos (ANTP), “los ladrillos”. Estos, provienen de vias de novo y de vias de
rescate en las que se producen dNTP usando nucledtidos preexistentes (Figura 10).

A diferencia del ADN nuclear, que se replica solo durante la divisidon celular, la sintesis de mtADN es

continua durante todo el ciclo celular y se replica independientemente de la divisién celular.

Figura 10: Diagrama que muestra los elementos implicados en el mantenimiento del mtADN (24).
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5.4.2 CLINICA

El mtADN defectuoso ocasiona una amplia variedad de problemas en la célula resultado de fallos en
las funciones comentadas en el apartado 5.1 ASPECTOS GENERALES DE LA MITOCONDRIA (como un
defecto en la homeostasis del calcio, un exceso de especies reactivas de oxigeno, una disregulacidn
de la apoptosis, entre otros).

Pero, principalmente, ocasiona una disfuncidn organica debido a que las mitocondrias no son capaces
de generar la energia suficiente para los drganos, especialmente aquellos con altas demandas de
energia, como el sistema nervioso, muscular, cardiaco, higado, rifdn y sistema endocrino (32).

Esta deficiencia de energia en los drganos mencionados se manifiesta con un amplio espectro
fenotipico que va desde la oftalmoplejia leve de inicio en adultos hasta la insuficiencia hepatica mortal
infantil grave, encontrandose dentro de este abanico patologias como encefalopatia, miopatia,
dismotilidad gastrointestinal, oftalmoplejia, ataxia, epilepsia. Es decir, la clinica puede variar desde
cuadros leves hasta cuadros de fracaso multiorganico por déficit energético (Tabla 2) (32).

Segln la edad de inicio se observan manifestaciones edad dependientes (higado en la infancia,
musculo esquelético en el adulto, neuropatia a cualquier edad) (2)(32)(33).

Tabla 2: Tabla que relaciona genes nucleares con su accion en la mitocondria y los cuadros clinicos
que producen (26).

MIOPATICAS TK2 Sintesis nucledtidos
SLC25A4

ENCEFALOMIOPATICAS SUCLA2 Sintesis nucledtidos
SUCLG1 Sintesis nucledtidos
RRM2B Sintesis nucledtidos

HEPATOCEREBRAL DGUOK Sintesis nucledtidos
MPV17 Sintesis nucledtidos
POLG Replicacion mtADN
C100rf2 Replicacion mtADN

NEUROGASTROINTESTINAL TYMP Sintesis nucledtidos

5.4.3 ENFERMEDADES RELACIONADAS CON EL GEN POLG

POLG codifica la subunidad catalitica de la ADN polimerasa y la enzima responsable de replicar el ADN
mitocondrial (ver Figura 10). Las mutaciones de POLG pueden producir deplecion del mtADN y/o la
acumulacién de multiples deleciones de mtADN y son la causa mas frecuente de enfermedad
mitocondrial asociada a un gen nuclear (10% de los casos de enfermedad mitocondrial en adultos); la
causa mas frecuente de epilepsia mitocondrial en todas las edades, y también representan el 10-25%
de oftalmoplejia externa progresiva (PEO) y mas del 10% de los casos de ataxia (34).

Lo mds comun es una afectacidn muscular generalizada acompafada por la alteracién de otros
sistemas, que se van haciendo mas evidentes con el paso del tiempo (34).

Hasta cierto punto, los fenotipos clinicos se correlacionan con el fenotipo de mtADN (deplecién o
deleciones) (35).
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Diversas asociaciones de neuropatia sensorial, debilidad muscular que afecta los musculos oculares,
faringeos, cinturas y/o de las extremidades, trastornos del movimiento, sindrome cerebeloso,
sintomas psiquiatricos y/o hipoacusia son muy sugestivas de enfermedades relacionadas con POLG.

La probabilidad de una enfermedad relacionada con POLG es baja en presencia de signos aislados
(36)(37)(38).

Una estrategia de aproximacion diagndstica ante la sospecha de patologia relacionada con el gen
POLG puede verse en Figura 11.

In the absence of bilateral pyramidal syndrome

Clinical nsuropathy
Ptosis/Ophthalmoplegia
Axialllimb muscles weakness
Cerebellar syndrome
Movement disorder
Psychiatric symptoms
Hypoacousia
Cognitive defect

< 3 positive signs 2 3 positive signs

+

Sensory neuronopathy by EMG
(if not previously pedormed)

POLG sequencing
(blood)
Mitochondrial investigations
- blood, £ CSF: lactate level
- muscle: histochemistry (SDH, COX) Dubi Deletert
multiple MIDNA deletions ml:m;un;, mu:nﬂo::'
\
“
\
N\
\
4
Other diseases Other miDNA.related disorders POLG.related disorders

Figura 11: Algoritmo de aproximacion diagndstica ante la sospecha de patologia relacionada con el
gen POLG en adultos (38).
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6 MATERIALY METODOS

Para el caso clinico se ha revisado de forma retrospectiva la historia clinica de una paciente estudiada
en el aio 2006 en la unidad de neuropediatria del Hospital Infantil Miguel Servet de Zaragoza y todos
los datos recogidos en la base de datos Acces de la unidad. La informacién ha sido proporcionada por
dicho servicio, con fines de investigacion, tras anonimizar los datos identificativos de la paciente, de
acuerdo con los protocolos de autoevaluacién ética del CEICA.

Para llevar a cabo esta investigacién se necesitaban 2 tipos de fuentes de informacién. Una base
fisiolégica que aporte una visién general del tema para comprender la fisiopatologia de la que se habla
en este trabajo y otra mds profunda y especializada para profundizar en el tema y encontrar
informacién actual, novedosa y util.

Para la primera se han empleado manuales y libros (de Biologia molecular, Fisiologia y Bioquimica),
principalmente obtenidos de la biblioteca de la Universidad de Medicina de Zaragoza. Para la segunda
tarea han utilizado obras especializadas, articulos de revista y tesis encontradas en diferentes bases
de datos. Se ha realizado una revisién a 10 afos sobre las enfermedades del mantenimiento del
mtADN vy las enfermedades mitocondriales en general. Para la realizacién del marco tedrico se han
empleado tratados de las areas de conocimiento mencionadas (biologia molecular, fisiologia y
bioquimica) y algunos articulos de revistas que exceden dicho periodo temporal.

Para la realizacién de este trabajo se han empleado diferentes bases de datos, entre las que se
incluyen Alcorze, Dialnet, Pubmed, Cochrane, asi como la biblioteca fisica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Zaragoza.

Para encontrar la informacién mas actualizada en cuanto a tratamientos se ha empleado la base de
datos de https://clinicaltrials.gov/

Previo a la busqueda se ha definido con claridad el tema a estudio para realizar una busqueda bien
delimitada. Al realizar la busqueda se ha recurrido en primer lugar a un mapeo de los descriptores
interesantes para este trabajo, para posteriormente acotar la busqueda como puede verse en Tabla 3
y se ha empleado DECS para obtener los descriptores de ciencias de salud en inglés que permiten una
busqueda mas precisa.

También se ha recurrido a crear un registro My NCBI para estar actualizado en el tema de este trabajo.
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Tabla 3: Busqueda en Pubmed

10 years

10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

5 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis
5 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis
10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis
5 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis
10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

5 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis,
clinical trial

10 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

5 years, Review, Systematic
review, meta-Analysis

(mtDNA) AND (maintenance
defects)

(mtDNA) AND (maintenance
defects) AND (mitocondrial
disease*)

(mtDNA) AND (maintenance
defects) AND (mitocondrial
disease*)

(mitochondrial disease*)
AND (nDNA)
(mitochondrial disease*)
AND (nDNA)

POLG AND mitochondria*
AND disease*

POLG AND mitochondria*
AND disease*

(mitochondrial disease* AND
nuclear DNA) AND prenatal
diagnosis

(mitochondrial disease* AND
nuclear DNA) AND prenatal
diagnosis

(mitochondrial disease* AND
maintenance defects) AND
treatment

"Mitochondrial
Diseases/diagnosis"[MAIR]
and biomarker*
"Mitochondrial
Diseases/diagnosis"[MAIR]
and biomarker*

252

62

32

54

28

53

23

10

30

18

10

A la hora de entender las revisiones y analizarlas se ha empleado la escala de valoracidon Caspe

obtenida del programa
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7 CASO CLINICO

Se presenta el caso clinico de una paciente nacida en enero 2006 que presenta una mutacién en el
gen POLG.

El primer dia de vida presenta vomitos tras las tomas y presenta oliguria por lo que ingresa en la unidad
de neonatos.

Antecedentes familiares y personales: Segunda hija de padres sanos, no consanguineos. No hay
antecedentes familiares de interés. No hay antecedentes de abortos previos.

Embarazo controlado en Alto Riesgo por preeclampsia materna en embarazo previo. Ecografias y
controles durante el embarazo normales. Parto vaginal eutdcico en la semana 38 — 2 de gestacién.
Peso al nacimiento 2280 gramos. Apgar 9/10.

Exploracion fisica al nacimiento: microsdmica, normocéfala, fontanela anterior normotensa 2x2.
Hipotonia cervico-axial. Fenotipo anodino. Reflejos del recién nacido normales. Sin malformaciones
externas aparentes. Auscultacién cardiopulmonar y abdominal normales.

Cribado neonatal (hipotiroidismo, fenilcetonuria e hiperplasia suprarrenal) normal.

Evolucién durante el ingreso. La recién nacida es ingresada por vomitos recurrentes, diuresis escasa
con sequedad mucocutdnea y fontanela deprimida. Al iniciar la tolerancia oral tras la rehidratacidn
endovenosa, presenta nuevos vomitos, por lo que se realiza una radiografia y ecografia de abdomen.
Ante sospecha de una malrotacidn intestinal en dichas pruebas de imagen se realiza una intervencién
quirargica que la descarta.

Se realizan otras exploraciones complementarias: Hemograma normal, Proteina C reactiva (PCR)=5,51
mg/dl, que desciende en los controles (valor normal (VN) < 0,5 mg/dl). La gasometria capilar muestra
un pH de 7,59 (probablemente debido a la deshidratacion y vémitos), un acido lactico de 7,2 (mmol/l),
el resto es normal. Tripsina inmunorreactiva= 78,8 ng/ml. Hemocultivo negativo.

Presenta mejoria clinica por lo que es dada de alta.

A los 2 meses y medio es controlada en neuropediatria, por hipotonia cérvico-axial, reflejo cdcleo-
palpebral negativo, fenotipo peculiar y hepatomegalia.

A los 3 meses y medio de edad ingresa de nuevo por rechazo de las tomas e irritabilidad. Durante el
ingreso se realizan las siguientes pruebas:

e Analitica basica de orina que se observa sin alteraciones

e Gasometriavenosa: pH 7,23 (VN: 7,35-7,45), HCO3 16 mmol/I (VN: 23-27 mmol/l), pO; normal,
CO; 17,2 mmHg disminuido (VN: 36-45 mm Hg). Los datos indican claramente una acidosis
metabdlica con compensacion respiratoria.

e Bioquimica: Glucemia 34 mg/dl disminuida (VN: 60-100 mg/dl), Creatina fosfo cinasa (CPK)
249 U/L aumentada (VN: 0 — 171 U/I), ion amonio 209 mcmol/l muy aumentado (VN: 11 a 32
mcmol/l), lactato 104,7 mg/dl muy aumentado (4,5 a 19,8 mg/dl).

En el analisis bioquimico se observan unos niveles de muy elevados de CPK, de lactato (seriados en y
ascenso), con hepatomegalia y una hiperamonemia (signo de un aumento de la destruccién proteica
o de insuficiencia hepatica), ademas de afectacién neurolégica. El conjunto de estos sintomas y signos
hacen pensar en una metabolopatia.
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El segundo dia del ingreso, persisten en la analitica los signos de hepatopatia demostrada por estos
valores:

e Albumina 2,5 g/l, disminuida (VN: 3,5-4,7g/1). CPK 343 U/I, GOT 263 mU/ml, ambas muy
aumentadas (VN: 5-32 mU/ml). GPT 209 mU/ml, también muy aumentada (VN: 7-33 mU/ml).
Valor de acido lactico similar al del dia anterior y una carnitina libre de 9,5 mmol/m| muy
disminuida (VN: 36,5 — 96 nmol/ml).

Ante la sospecha de enfermedad mitocondrial, se decide comenzar tratamiento con Carnitina (que
estimula la captacidn de acidos grasos por parte de la mitocondria para estimular $-oxidacién(7)) y
dicloroacetato, que estimula la piruvato deshidrogenasa, disminuyendo asi los niveles de lactato (39).

Durante el ingreso, se completa el estudio para realizar un diagnéstico etiolégico con las siguientes
pruebas:

e B-hidroxibutirato (BHB): 13,58 mg/dl aumentado.

e Acidos grasos libres (AGL): 2,08 mmol/I aumentados.

e Cociente entre acidos grasos y cuerpos cetdnicos (AGL/KB): 4,3 (VN entre 1-10)

e Cortisol basal 53,2 mcg/dl aumentado, Insulina 2 mcUl/ml disminuida. La alteraciéon de ambos
parametros es secundaria a la hipoglucemia.

e Aminodcidos: Alanina elevada (sugestivo de enfermedad mitocondrial), Glutamina elevada,
Glicina elevada, Valina elevada, Leucina elevada, Tirosina elevada (sugestivo de afectacion
hepatica).

e Hormona de crecimiento (GH): 40 ng/ml (elevada, secundario a la hipoglucemia).

e Interconsulta con cardiologia, que tras realizar las debidas exploraciones reporta un
diagndstico de insuficiencia tricuspidea leve junto con derrame pericardico (2mm). Este
hallazgo se debe al fallo hepatico con hipoalbuminemia e hipoproteinemia, hechos que
pueden producir derrames.

e Radiografia de térax: normal.

e Interconsulta con el servicio de oftalmologia, que tras realizar las correspondientes
exploraciones concuerdan que la paciente no presenta alteraciones.

Valoracién por neuropediatria durante el ingreso: Destaca un fenotipo peculiar con macrocefalia
relativa. Térax pequefio, abdomen globuloso. Irritabilidad. No contacto visual. Reflejo Cocleopalpebral
negativo. Hipotonia generalizada, sobre todo cervico-axial y de cintura escapular. No presenta
movilidad espontanea de extremidades superiores. Reflejos osteotendinosos ausentes. Torticolis
derecha. Hepatomegalia de dos travesees de dedo. Resto normal. Amplia su estudio con las siguientes
pruebas complementarias:

e Electroencefalograma: actividad de fondo lentificada y con pobre organizacién topografica.
No hay signos focales valorables ni descargas agudas.

e Potenciales evocados auditivos de tronco cerebral 70 y 60 dB: no hay respuestas
reproducibles.

e Electroneurografia: sin anomalias.

e Electromiograma: no presenta actividad espontdnea patoldgica. No se observan anomalias en
potenciales de unidad motora.
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Durante el ingreso su estado general empeora progresivamente persistiendo los signos y sintomas de
la hepatopatia. Los parametros bioquimicos también varian: el acido lactico se normaliza para
posteriormente elevarse hasta 32 y volver a disminuir, la PCR y la velocidad de eritrosedimentacion
(VSG) se elevan ligeramente, la glucemia fluctia entre 40 y 100 mg/dl, el ion amonio fluctta alrededor
de 140 mcg/dl, pero se mantiene elevado. Se determina una disminucion de albimina y proteinas
totales, un incremento de 1gG (374 mg/dl) y una IgA disminuida (30,5 mg/dl). Presenta diarrea y fiebre,
por lo que se le administra un tratamiento antibidtico sin éxito.

La paciente presenta empeoramiento del estado general, con edemas generalizados, mala perfusion,
palidez cutanea, distensién abdominal e hipoactividad. Ante la sospecha de enfermedad mitocondrial
y la gravedad de su estado clinico, se realiza biopsia de piel, de misculo esquelético y de higado para

intentar llegar a un diagndstico etiolégico.

Se toman medidas de confort y a los pocos dias la paciente, con 4 meses de edad, fallece.

En la Figura 12 podemos ver un resumen del caso y la evolucién.
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Figura 12: Resumen del caso clinico
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Tras su éxitus, llegan resultados de laboratorio y de las biopsias:

e Acilcarnitinas: se observan elevadas las de acilcarnitinas hidroxiladas, lo que sugiere una
deficiencia de hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (LCHAD) (40)(41). La medicidn
de la funcién de la B oxidacidn, indica, que no funciona adecuadamente.

e Biopsia hepatica: se observa esteatosis microgotular severa y colestasis que indican una
hepatopatia de significado inespecifico.

e Biopsia muscular: demuestra enfermedad por depésito de lipidos y recomienda realizar un
estudio enzimatico que resulta inespecifico.

e Acidos organicos en orina: elevacién de los acidos p-hidroxi-fenil-lactico y p-hidroxi-fenil-
pirdvico. Dada la acidosis lactica y la afectacion hepatica que presenta la paciente, se sugiere
estudiar ADN mitocondrial, comprobando el porcentaje de deplecion de mtADN. Ambos
acidos se encuentran elevadas en tirosinemias o en afectacion hepatica (42).

e Estudio de sialotransferrinas séricas por isoelectroenfoque: se observa un patrén similar al de
los individuos control.

e Acidos grasos de cadena muy larga: Resultado normal. Patoldgico en trastornos generalizado
de la biogénesis del peroxisoma(43).

Analisis genético del ADN mitocondrial. Se encuentra deplecidon del ADN mitocondrial de un 86% en
el tejido muscular. Se considera que una deplecidon superior al 60% produce sintomatologia clinica y
es por lo tanto diagnéstica para un sindrome por deplecién mitocondrial (44).

Como primera posibilidad diagndstica post-mortem se inicia un estudio molecular del gen DGUOK que
codifica la deoxiguanosina quinasa mitocondrial (dGK), que cataliza la fosforilacion de los
desoxirribonucledtidos en nucledtidos. Pero no se encuentran mutaciones. Este estudio se realiza
mediante PCR, secuenciacion completa del gen que codifica para la dGK.

Estudio del metabolismo energético en fibroblastos: disminucidn de las tasas de oxidacidn de piruvato
y glutamato. Esto produce una alteracion del metabolismo energético, en concordancia con la
deplecion del mtADN. Este marcador indica una disfuncion de la cadena respiratoria.

Por las caracteristicas de la patologia se piensa que pueda tener una mutacién en la ADN polimerasa
v (POLG), se estudia dicho gen con la técnica PCR 5 afios mas tarde y se encuentran 2 mutaciones en
dicho gen (H1134R e Y831C).
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8 RESULTADOS

8.1 DIAGNOSTICO ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

El diagndstico actual de las enfermedades mitocondriales se fundamenta en la sospecha clinica,
sugerida por los datos de anamnesis y exploracidn fisica y apoyada inicialmente por los resultados de
exploraciones complementarias generales y especificas de disfuncién mitocondrial.

Se detallan a continuacién las exploraciones complementarias recomendadas actualmente para la
aproximacién diagndstica a las enfermedades mitocondriales.

8.1.1 ANALISIS BIOQUIMICO EN PLASMA, LCR Y ORINA

8.1.1.1 LACTATO EN PLASMA, LCR Y ORINA

La hiperlactacidemia ocurre porque el elevado flujo a través de la glucolisis sobrecarga el uso de
piruvato en la mitocondria (45). Esto ademas explica las hipoglucemias de la paciente por el exceso de
uso de glucosa por la glucolisis.

Es necesario remarcar que hay que tener mucho cuidado con la recogida de la muestra para
determinar el lactato ya que:

e Enlaextraccion en sangre venosa, los torniquetes aplicados durante mucho tiempo aumentan
los niveles de lactato al igual que el aumento del tono muscular y el estrés.

e Para que no se eleve el lactato de la muestra después de la extraccidn, hay que interrumpir el
metabolismo desproteinizando la sangre recolectada o meterla en un recipiente con hielo y
analizarla rapidamente.

Valores superiores a 3 mmol/l en una muestra debidamente recogida sugieren una disfuncion primaria
de la mitocondria, pero también puede ser secundaria a acidemias organicas, otros errores del
metabolismo, toxinas, isquemia tisular, infeccidn anaerdbica u otras enfermedades. El lactato
postprandial es mas sensible que en sujetos en ayunas. En pacientes con enfermedades primarias de
la mitocondria, las elevaciones reales de lactato se consideran marcadores de enfermedad
mitocondrial con una sensibilidad entre 34 y 62% y una especificidad entre 83 y 100% (36).

El piruvato también puede ser Util para orientar a enfermedades relacionadas con el metabolismo del
ciclo de Krebs, al igual que las enzimas piruvato deshidrogenasa y piruvato descarboxilasa. Pero el
piruvato no suele emplearse por su inestabilidad y porque la recogida de la muestra es complicada,
siendo preferible cuantificar la alanina (46).

El cociente lactato/piruvato es util para diferenciar enfermedades de la cadena de transporte de
electrones de enfermedades del metabolismo de piruvato, pero sélo cuando el lactato esta elevado.
La sensibilidad de cociente es del 31% con una especificidad del 100%. Sin embargo, no se utiliza
mucho debido a la inestabilidad del piruvato (36).

El lactato elevado en LCR puede ser util para el diagndstico en pacientes con sintomas neurolégicos
asociados. Ademas, en este fluido los artefactos de recoleccién no suelen ser un problema. El Unico
problema es que ciertas enfermedades cerebrales pueden alterarlo, particularmente el estado
epiléptico (47). El lactato en orina no es un buen marcador de enfermedades mitocondriales ya que
no se correlaciona bien con estas enfermedades (36).

26



8.1.1.2 AMINOACIDOS EN LCR, PLASMA Y ORINA

La cuantificacién de aminodacidos en sangre o LCR puede ser util para orientar un diagndstico hacia
una enfermedad mitocondrial. Especialmente la alanina, glicina, prolina y treonina. Sus alteraciones
mas importantes suelen ocurrir en momentos de empeoramiento clinico (48). En la paciente se puede
observar un aumento de la alanina, la glutamina, la glicina, la valina, la leucina y la tirosina, apoyando
el diagnédstico de enfermedad mitocondrial y hepatopatia.

Los aminoacidos en orina se utilizan con mas frecuencia si una tubulopatia forma parte del cuadro
clinico (36).

8.1.1.3 ACILCARNITINAS EN PLASMA
La cuantificacién en sangre de niveles de carnitina total y libres, asi como de perfil de acilcarnitinas,
permite la identificacidon de defectos primarios o secundarios de la oxidacién de acidos grasos (37).

El estudio de los acidos grasos de cadena muy larga que se realizé a la paciente (con resultado normal),
descarta un trastorno generalizado de la biogénesis del peroxisoma (Zellweger, Adrenoleucodistrofia
neonatal y Refsum infantil). Este estudio se realizd para descartar enfermedades metabdlicas que
pueden derivar en afectacién hepatica (43)

En la paciente el estudio del BHB ofrecié un resultado aumentado. El BHB es un cuerpo cetdnico, que,
como se ha enunciado previamente, puede usarse para evaluar de forma indirecta cdmo funciona la
B-oxidacidn de los acidos grasos.

Los acidos grasos libres, también aumentados en la paciente, se deben a la movilizacién de lipidos
para obtener energia mediante la B-oxidacidn, que también explica la elevacidn de cuerpos cetdnicos.

8.1.1.4 ACIDOS ORGANICOS EN ORINA

Los acidos organicos en orina a menudo sufren alteraciones en pacientes con enfermedades
mitocondriales. Segun un analisis retrospectivo, parecen correlacionarse mejor el malato (en orina se
mide el acido metilmaldnico) y el fumarato (36)(37)(49).

En caso de sospecha también deberia obtenerse niveles de acido 3-metilglutacdnico (3MG), en
pacientes con enfermedades mitocondriales se han visto aumentos de leves a moderados (50).

En la paciente vemos una elevacidn de los acidos p-hidroxi-fenil-lactico y p-hidroxi-fenil-pirdvico.
Ambos 4cidos son metabolitos de la tirosina y se encuentran elevadas en tirosinemias o en afectaciéon
hepatica (42). En este caso el incremento en orina se explica por la afectacién hepatica.

8.1.1.5 AFECTACION HEPATICA

Muchas enfermedades mitocondriales provocan alteraciones hepdticas, la alteracidon de las
transaminasas y la albumina orientan hacia su diagndstico (36). Para evaluar el grado de afectacion
hepatica en estas enfermedades se deben realizar pruebas de funcién hepatica como: cuantificacion
de albimina, transaminasas, bilirrubina, amoniaco y glucosa en ayunas y perfil de coagulacion (30).

En el caso comentado en este trabajo se puede observar una alteracién de los niveles de los
pardmetros nombrados.
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8.1.1.6 FOLATO CEREBRAL

El 5-metil tetrahidrofolato en LCR se puede usar para diagnosticar deficiencias de folato cerebrales,
esto se encontrd inicialmente en pacientes con enfermedades mitocondriales con el sindrome de
Kearns-Sayre (KSS) (oftalmoplejia externa progresiva (OEP), retinitis pigmentaria e inicio antes de los
20 afios de edad. Presenta rasgos comunes adicionales: sordera, ataxia cerebelar y bloqueo cardiaco).
Ademas, la deficiencia de folato cerebral se ha encontrado en pacientes con delecién del mtADN,
enfermedad de POLG, y deficiencia del complejo I. También existe un déficit primario de folato
cerebral debido a mutaciones en un receptor de folato (51).

8.1.1.7 OTROS

Una tesis defiende que puede utilizarse como biomarcador de enfermedades que provocan un defecto
de la OXPHOS una proteina denominada gelselina. Esto se debe a que esta proteina disminuye
notablemente en respuesta a una disfuncién de la actividad mitocondrial (52). Actualmente no es un
estudio que se realice de manera estandar, pero podria ser Util de acuerdo con dicha tesis.

El nivel en suero del factor de crecimiento de fibroblastos-21 (FGF21) y el factor de
crecimiento/diferenciacién 15 (GDF15) parecen ser nuevos y prometedores biomarcadores en el
diagndstico de enfermedad mitocondrial (se elevan ante disfunciones de la cadena respiratoria
mitocondrial) pero adn no han sido validados ni estandarizados. Se elevan también en patologia como
la diabetes mellitus, obesidad y otras, aun asi parece prometedora como marcador de enfermedad
mitocondrial (24).

8.1.1.8 RECOMENDACIONES CONSENSUADAS DE ESTUDIO BIOQUIMICO EN SANGRE, ORINA Y LCR
La evaluacion inicial deberia incluir hemograma, CPK, transaminasas, albimina, lactato y piruvato,
aminoacidos y acilcarnitinas (Figura 13). También deberia hacerse analisis cuantitativo y cualitativo de
acidos orgdnicos urinarios (8). Si se toma una muestra de LCR por cualquier motivo, se deberia analizar
también el lactato, piruvato, amino acidos y 5 metil tetrahidrofolato (36).

orina o LCR

s .

acidos organicos
en orina + 3MG

Consenso

Figura 13:Resumen de las recomendaciones consensuadas de estudio bioquimico en sangre, plasma y
LCR.
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8.1.2 ESTUDIO DEL ADN

Como se ve en 5.3.1 REGULACION DE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y PATRON DE HERENCIA, las
enfermedades mitocondriales primarias pueden estar causadas por defectos en el mtADN o nADN
(36).

Desde hace unos afios esta disponible el NGS, que se ha convertido en el patrén de referencia para el
estudio de las enfermedades mitocondriales producidas por mutaciones en el nADN. Permite también
el estudio del mtADN utilizando técnicas adecuadas. Para el estudio del nADN se puede utilizar la
sangre como muestra. Para el estudio del mtADN, en ocasiones se puede utilizar la sangre como
muestra pero, si no se encuentran mutaciones o deleciones, no descarta el diagndstico, ya que estas
mutaciones pueden encontrarse Unicamente en el tejido mas afectado (53).

La secuenciacién del exoma completo, empezo a estar disponible en la clinica en 2011 (53).

8.1.2.1 Estudio deplecicn y/o delecion del mtADN
El estudio de deplecién del mtADN se puede realizar en sangre (sélo en el sindrome de Pearson, ya
qgue las mitocondrias patoldgicas pueden encontrarse en los leucocitos en este sindrome), orina o
tejido mas afectado, dependiendo de los sintomas y muestras disponibles (siempre serd mejor
realizarlo en biopsia del tejido mas afectado) (36).

Para el estudio de deleciones en mtADN se han utilizado técnicas de PCR largo en el tejido mas
afectado (54).

Si procede, los tejidos preferidos para realizar estudios de deplecién y/o delecién del mtADN son el
musculo esquelético y el higado, por su alto contenido en mtADN, su dependencia de la respiracion
mitocondrial y porque puede haber mutaciones en el mtADN que no se detecten en sangre (36).

En orina se puede analizar el genoma del mtADN, ya que las células epiteliales renales tienen un alto
contenido en mtADN. Especialmente util en el sindrome de MELAS (encefalomiopatia mitocondrial,
acidosis lactica y episodios tipo ictus) y su mutacion mas comin m.3243 A>G en MTTL1 (55). No
obstante, es necesario tener una cantidad suficiente de células para obtener una cantidad adecuada
de mtADN, y esto no siempre es posible.

8.1.2.2 Estudio del ADN nuclear

Probablemente la mayor revolucidon en el diagndstico de las enfermedades mitocondriales en la
actualidad se ha dado en el campo de la genética con la aparicidn de la técnica NGS. Antes de que
apareciera, el estudio de los genes que podian causar enfermedades mitocondriales era mucho mas
laborioso y dificil. Se debian buscar mutaciones de manera dirigida, lo que era muy dificil debido a la
heterogeneidad de las enfermedades mitocondriales (54). Ademas, NGS ha permitido el diagndstico
de nuevos genes del nADN implicados en la patologia mitocondrial.

En caso de sospecha de patologia mitocondrial causada por mutaciones en el NADN se debe de realizar
exoma completo mediante NGS, ya que como ya se ha comentado, el NGS esta disponible para
estudiar el nADN y el mtADN (54).

8.1.3 PRUEBAS DE ANATOMIA PATOLOGICA Y E HISTOQUIMICAS

Tipicamente, se suele enviar una muestra de tejido afectado para estudio histolégico, bioquimico y
genético. Con los métodos de estudio molecular actuales, hay menor necesidad de realizar pruebas
bioquimicas sobre este. Aunque pueden aportar informacién util para investigaciones o en caso de
dudas diagnésticas (36)(47).
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Las pruebas sobre tejidos ayudan a validar la patogenicidad de las variantes de importancia
desconocida encontradas en las pruebas moleculares (8)(36). En pacientes con miopatia, la biopsia
muscular puede excluir otras enfermedades neuromusculares (36).

La histologia muscular incluye habitualmente tincion con hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico de
Gomori modificado para ver la morfologia basica del musculo y detectar cualquier anormalidad a este
nivel, como pueden ser nucleos centrales o inclusiones anormales, que indicarian una denervacion
muscular. La tincidn tricrémico de Gomori modificada permite ver especialmente tejido conectivo,
tejido muscular y mitocondrias. Permite la visualizacion de fibras rojo rasgado y proliferacién anormal
de mitocondrias. Esto desvela una respuesta compensatoria a defectos bioquimicos de la cadena
respiratoria (56).

Para observar la funcion de la cadena respiratoria mitocondrial se pueden emplear tinciones COX
(remarca la citocromo c oxidasa) y SDH (remarca la succinatodeshidrogenasa). Ambas enzimas forman
parte de la cadena transportadora de electrones y se puede observar su actividad con estas tinciones,
especialmente al combinarlas (56).

Con la tincién NADH-tetrazolio reductasa (NADH-TR ) se puede evaluar otro de los complejos de la
cadena respiratoria (36)(53).

Los pacientes pediatricos es menos probable que tengan anormalidades histopatoldgicas (36).

8.1.3.1 Recomendaciones consensuadas
Las biopsias musculares (y/o hepaticas) deben realizarse en el andlisis de rutina de la enfermedad
mitocondrial cuando el diagnéstico no puede confirmarse con una prueba de ADN (36).

Se deberia realizar una biopsia del vasto lateral si se requiere tejido muscular en la evaluacion de la
enfermedad mitocondrial. Esto es debido a que este sitio ha sido utilizado por la mayoria de los
laboratorios a la hora de realizar sus estudios y estandarizar resultados (56)(36).

Las tinciones de COX, SDH, NADH-TR vy la tincién combinada de SDH / COX junto con microscopia
electréonica pueden usarse en el proceso diagndstico de una enfermedad mitocondrial buscando
disfunciones de la cadena respiratoria como se ha mencionado. La microscopia electrénica se
recomienda en pacientes pediatricos que son sometidos a una biopsia de tejido porque los hallazgos
histolégicos a menudo son limitados (36)(56).

La hepatopatia mitocondrial puede tener hallazgos caracteristicos en la histologia de la biopsia
hepatica tales como esteatosis, colestasis, arquitectura alterada y amontonamiento citoplasmatico
debido a mitocondrias atipicas con crestas inflamadas (36).

Cuando sea posible, se deberia congelar tejido extra para permitir pruebas adicionales (36).

Todas las guias anteriores al desarrollo de técnicas genéticas incluian técnicas bioquimicas para el
diagndstico de enfermedades mitocondriales, pero actualmente estan en segundo plano (36).

8.1.4 NEUROIMAGEN
A veces se encuentran alteraciones en la neuroimagen que pueden apoyar el diagndstico, pero que
no son exclusivas de enfermedades mitocondriales. Estas pueden ser lesiones isquémicas sin
distribucién vascular, sustancia blanca con patologia difusa o involucién bilateral de la materia gris en
los ganglios basales (36).

La resonancia magnética puede aportar una estimacion semicuantitativa de metabolitos en el cerebro,
incluyendo lactato, creatina y N-acetil aspartato (8).
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La neuroimagen exclusivamente no puede ser un criterio para confirmar ninguna enfermedad
mitocondrial debido a su baja sensibilidad y especificidad. Puede ser util en el seguimiento y
progresion de la enfermedad (36).

8.1.5 DIAGNOSTICO PRENATAL Y OPCIONES REPRODUCTIVAS

El diagndstico prenatal esta disponible actualmente para parejas con riesgo de transmitir alguna
enfermedad mitocondrial de origen nuclear a su descendencia. Esto es, con algun hijo afecto que haya
puesto en evidencia la existencia de dichos genes en la pareja, o algun estudio genético realizado por
cualguier motivo que haya expuesto dichos genes (57).

El diagndstico prenatal se realiza cominmente mediante biopsia de vellosidades coriales o
amniocentesis. Una vez realizado, calcular el riesgo de enfermedades mitocondriales con mutaciones
en el nADN es sencillo y con resultados fiables.

En el caso de mutaciones en el mtADN no es posible realizar diagndstico prenatal debido a la
heteroplasmia explicada en el apartado 5.3.2 CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DEL ADN
MITOCONDRIAL. Las mutaciones en el mtADN son mas dificiles de descubrir e interpretar (54), puesto
gue aunque en las vellosidades coriales no aparezcan mutaciones pueden estar presentes en cualquier
otro tejido del feto y en proporciones variables.

La terapia de reemplazo mitocondrial se ha realizado con éxito en Gran Bretana. Consiste en introducir
el nucleo de un ovocito en un ovocito donante enucleado. Esta terapia puede ser util en la prevencion
de transmision de enfermedades mitocondriales con base en el mtADN (58).

The U.K. Human Fertilisation and Embryology Authority (HFEA) aprobé en 2016 la utilizacién de
técnicas de donacidn o reemplazo mitocondrial para casos en los que se pudiera producir la muerte
del feto o pudiera causar patologias graves debido a una herencia mitocondrial defectuosa. El primer
pais en permitir estas técnicas fue Reino Unido. Sin embargo, el primer bebé nacido que aprovechd
estas técnicas nacid en México ese mismo ano. El procedimiento se realizé en Nueva York.

En Espania, las leyes sobre reproduccién asistida no se prohiben especificamente estas técnicas, pero
establece cuales son las técnicas autorizadas y qué permisos se requieren para técnicas no
concretadas (59).

Otra de las posibles terapias es el diagnéstico preimplantacién. Esta técnica se realiza mediante
fecundacion in vitro y estudio del nADN y mtADN del embrién en fases tempranas. Hasta ahora ha
mostrado buenos resultados en seleccionar embriones con bajo riesgo de portar enfermedades
genéticas. Esto se debe a que, en los estadios precoces del desarrollo embrionario, que es cuando se
toman las biopsias de estos embriones in vitro, el mtADN se distribuye de manera uniforme por todo
el blastomero. Aungue se han visto excepciones, en general esta uniformidad en la expansidn del
mtADN en las fases iniciales del embrién se mantiene constante (60).

Actualmente también hay en desarrollo una terapia génica para eliminar defectos en el mtADN
mediante nucleasas que pueden actuar sobre el ovocito, eliminando determinadas lineas mutadas de
mtADN. El problema de esta técnica radica en los ovocitos con una gran cantidad de heteroplasmia,
en los que se ha visto que, tras emplear las nucleasas, la deplecion de mtADN puede resultar tan
grande que el ovocito deja de ser viable (54).

En casos similares al presentado en este trabajo, podria realizarse hoy en dia el diagndstico prenatal
en caso de que esta familia quisiera tener mds descendencia.
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8.1.6 PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

Al hablar de tratamiento se habla de tratamiento para todas las enfermedades mitocondriales, porque
la fisiopatologia que subyace es la misma, el deterioro de la OXPHOS, y es sobre ello sobre lo que se
intenta actuar. Aparte, hay algunas entidades con un tratamiento mas especifico que se nombran en
particular. Por ello es crucial lograr un diagndstico preciso y precoz (57)(61).

Los defectos de mantenimiento del mtADN son trastornos graves con mal prondstico en la mayoria
de las personas afectadas.

No existe una terapia curativa para ninguno de estos trastornos. A pesar de los avances en diagndstico
y comprensién molecular de la fisiopatologia, el tratamiento estd un paso por detras y es
principalmente sintomatico (2). Por ejemplo: implantes cocleares para la pérdida auditiva, terapia
fisica para la hipotonia, marcapasos para arritmias cardiacas, enzimas pancreaticas para las
disfunciones del pancreas exocrino, tratamiento de la diabetes con dieta, sulfonilurea e insulina.

8.1.6.1 TERAPIA FARMACOLOGICA ESPECIFICA

Farmacos que modifican la funcidn de la cadena respiratoria: algunos tratamientos estan enfocados
en mejorar la funcidon de la fosforilacién oxidativa y por lo tanto a mejorar la transferencia de
electrones (coenzima Q10, idebenona y riboflavina) o a incrementar el sustrato de la cadena
transportadora de electrones (tiamina) (2). La creatina puede ser Util en pacientes con miopatia, ya
gue se combina con el fosfato y se puede utilizar para obtener energia mediante la respiracion
anaerobia (33)(2).

EPI-743 es un compuesto (basado en la vitamina E) que protege de los ROS y restaura los niveles de
glutation intracelular. Un estudio de 2012 demostré una mejoria clinica en pacientes con diferentes
enfermedades mitocondriales que estaban en riesgo de fallecer en los siguientes 90 dias (62). Otro
estudio del mismo afio en nifos con el sindrome de Leigh (enfermedad neuroldgica progresiva rara,
definida por hallazgos neuropatoldgicos especificos asociados a lesiones del tronco cerebral y de los
ganglios basales). demostré una estabilizacidn clinica e incluso una regresion de la enfermedad (63).
Otro del mismo afio en 5 pacientes con neuropatia éptica de Leber (enfermedad mitocondrial
neurodegenerativa que afecta al nervio dptico y que se caracteriza por pérdida subita de la visién en
los adultos jévenes portadores) mostré una recuperacion visual en 4 de ellos sin RAM (64).
Actualmente hay 2 ensayos clinicos en proceso que emplean el EPI-743. Uno de ellos en fase 2 en
pacientes con la enfermedad de Leigh, aun sin resultados publicados (65). Otro de ellos en nifios de
entre 2 y 11 afios con diferentes enfermedades metabdlicas en los que se quiere estudiar si son
capaces de mejorar su produccién energética. Aln sin resultados publicados. Actualmente esta en
fase 2 (66).

Farmacos que reducen el acimulo de metabolitos téxicos para las células, como la carnitina que
mejora la captacién de grasas por parte de la mitocondria para estimular la B-oxidacion (7).

La carnitina, usada como tratamiento en 2006, sigue empleandose actualmente. Ademas de
transportar acidos grasos al interior de la mitocondria para realizar la B-oxidacion, es un detoxificador
clave de ésteres potencialmente téxicos de la coenzima A (36).
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Farmacos que actuan como antioxidantes: Los antioxidantes evitan el efecto tdxico de los ROS y
evitan que bloqueen la cadena transportadora de electrones, como la vitamina Cy el acido lipoico. El
acido lipoico ademas de ser un factor esencial para la piruvato deshidrogenasa y para la cetoglutarato
deshidrogenasa, es un antioxidante muy potente. El problema es que hasta el momento no hay una
formulacién adecuada para indicarlo, por lo que no se usa en la clinica. Un estudio mostré que una
terapia con creatina monohidrato, CoQ10 y acido lipoico es beneficiosa para pacientes con
enfermedades mitocondriales, reduciendo el acido lactico en sangre, asi como los marcadores de
estrés oxidativo medidos en orina y también reduce el deterioro en la fuerza muscular (67).

La glutamilcisteina es un precursor del glutation, que es un potente antioxidante intracelular. Este
suplemento no mostré ninguna reduccién del lactato, mejoria clinica ni de calidad de vida, pero redujo
los marcadores de estrés oxidativo en individuos con enfermedades mitocondriales (45). La
cardiolipina forma parte de la estructura de la membrana interna de la mitocondria. Este compuesto
es muy sensible a la oxidacion, y al haber un aumento de los ROS se puede danar muy facilmente,
causando un deterioro de la funcién mitocondrial.

Actualmente hay un ensayo en fase 3 con elamipretida, que estd mostrando resultados prometedores
en mejorar la clinica de pacientes con enfermedades mitocondriales al reducir las especies tdxicas de
oxigeno reactivo y estabilizar la cardiolipina (68).

El 4cido folinico parece util en enfermedades de deplecion del mtADN ya que aumenta el folato
cerebral (69). La restauracién de la producciéon de mondxido de nitrégeno (NO) en individuos con
MELAS usando como tratamiento citrulina y arginina ha demostrado beneficios en la clinica, ya que se
encuentra reducida y estos compuestos son precursores de su sintesis (7)(70)(71).

8.1.6.2 MEDIDAS GENERALES
El ejercicio de resistencia ha demostrado beneficio en la mejora de la funciéon de la cadena
transportadora de electrones (45).

Una dieta alta en carbohidratos puede ser un reto metabdlico para pacientes con defectos en la
fosforilacién oxidativa, por lo tanto se han propuesto que es mejor recomendar una dieta alta en
grasas y baja en carbohidratos (72).

Para evitar las hipoglucemias es conveniente evitar el ayuno y realizar un aporte continuo de
alimentos. La maicena también puede ser Util para disminuir las hipoglucemias sintomaticas en el
fenotipo hepatocerebral de las MDMD en las mutaciones de los genes DGUOK 'y MPV17 (73).

8.1.6.3 TRASPLANTE DE ORGANOS
El trasplante de higado sigue siendo controvertido (49)(2)(74).

El trasplante de células madre en la enfermedad de MNGIE muestra resultados prometedores (74).

8.1.6.4 TERAPIA EN INVESTIGACION
Un area actual de investigacidn es el coactivador de la biogénesis mitocondrial PCG-1a. Su activacidn
resulta en una mayor replicacién mitocondrial que resulta en una mayor produccién de ATP (2).

El bezafibrato, que se utiliza para tratar la dislipemia, parece estimular la via mencionada de
biogénesis mitocondrial (2)(75)(76).
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Un estudio en pacientes con deficiencia de la citocromo c oxidasa mostré beneficios al emplear el
bezafibrato. Estos resultados se midieron en términos de masa mitocondrial, capacidad de
fosforilaciéon oxidativa y produccién de energia en modelos (75). Sin embargo, en ratones con una
mutacion en el gen POLG no se encontraron estos mismos beneficios (76).

Actualmente hay un estudio sin resultados aun publicados en el que se estd midiendo el cambio en la
cadena transportadora de electrones mediante otros pardmetros bioquimicos y clinicos (77).

El resveratrol (un compuesto naturalmente presente en la piel de las uvas rojas) y el SRT2104 son,
tedricamente, capaces de activar esta via y podrian ser lineas de investigacion de este tipo de
tratamientos. Sin embargo, aun no hay estudios disponibles al respecto (2).

RTA 408 es un isoprenoide sintético que estimula el factor respiratorio nuclear 2, que finalmente
promueva la biogénesis mitocondrial a través de la PCG-1a. Actualmente hay un estudio llamado
MOTOR en el que participan adultos con enfermedades mitocondriales de fenotipo miopatico que
mide la mejora clinica de estos pacientes (actualmente, alin no hay ningun resultado publicado) (78).

La epicatequina, un compuesto presente en el chocolate negro, ha demostrado tener propiedades
que estimulan la biogénesis mitocondrial. En varios modelos murinos ha demostrado aumentar la
capacidad de la fosforilacién oxidativa, aumentar las proteinas involucradas en esta y aumentar la
masa mitocondrial (79). Como curiosidad, actualmente hay un ensayo clinico que utiliza este
compuesto como posible tratamiento de la ataxia de Friedrich (80).

8.1.6.5 Terapia génica
Debido a la ineficacia de las terapias clasicas surge la necesidad de investigar nuevos tratamientos.
Uno de ellos es la terapia génica, actualmente en investigacion (81).

- Sintesis de proteinas mitocondriales en el citosol (expresidn alotdpica)

o Se intentd sintetizar proteinas tipicamente codificadas por mtADN en el citosol.
Desgraciadamente se vio que al introducirlas posteriormente en la mitocondria
resultaban tdxicas para ésta.

- Complementacién de la expresidén génica mitocondrial

o Se haestudiado para mutaciones del NnADN y se intenta replicar en el mtADN. Consiste
basicamente en sustituir fragmentos de ADN mutados. El problema que esto supone
es la barrera mitocondrial. Una manera de superar este obstaculo ha sido desarrollada
creando una quimera ADN/proteina aprovechandose de un mecanismo de transporte
de las proteinas mitocondriales (se ha conseguido introducir fragmentos de mtADN
de 17 a 322 pares de bases). Aun no se sabe con certeza si el mtADN permanece
estable dentro de la mitocondria.

o También se han usado ribonucledsidos para disminuir, en el sindrome de Kearns-
Sayre, el tamafio de la delecién.

o El tratamiento con nucledsidos en el TK2 ha mostrado excelentes resultados (atiin no
se ha realizado ninglin estudio apropiado, pero estda mostrando muy buenos
resultados este tratamiento, especialmente en ltalia y Espafia) (74).
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Inhibicién de la secuencia especifica de la replicacion del mtADN mutado

o Esta linea de investigacidn se basa en la hipdtesis de que las mutaciones del mtADN
son funcionalmente recesivas. Se cree que con aproximadamente el 5-10% del ADN
normal se puede invertir el defecto bioquimico. Se pretende emplear una técnica que
permita sélo la replicaciéon del ADN no mutado de manera que aumente la relacidn
entre ADN normal/mutado. Se ha conseguido con éxito in vitro con unos
oligonucleétidos. Pero aln no se tienen resultados in vivo.

Induccion de la regeneracion muscular en las miopatias mitocondriales

o Esta técnica se basa en estimular la replicacion de las células satélite musculares, ya
que se ha visto que estan prdcticamente libres de mutaciones. Esto se puede
conseguir mediante la hipertrofia muscular (ejercicio) o mediante necrosis muscular
inducida.

Trasplante nuclear de dvulos in vitro, fertilizacién in vitro con espermatozoides paternos

o Consiste en trasplantar el nucleo del ovocito de la madre portadora de mutaciones
del mtADN a un ovocito donado libre de dichas mutaciones. Posteriormente se
fecunda in vitro con espermatozoides paternos.
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9 DISCUSION

Se ha presentado en el apartado 7 CASO CLINICO una paciente neonata con una mutacién en el gen
POLG causante de un sindrome de deplecidn del mtADN. El caso es de 2006, y como podemos ver en
el apartado 8.1 DIAGNOSTICO ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES, hay algunas
diferencias en la metodologia diagndstica en aquel momento frente a los estandares actuales.

Los estudios bioquimicos realizados a la paciente (perfil bioquimico en sangre y 4cidos organicos en
orina), no difieren sustancialmente de los que se realizan hoy en dia. Dichos estudios son utiles para
el diagndstico sindrémico de los pacientes y asi orientar los estudios etioldgicos para la confirmacién
diagndstica. Es necesario ampliar los estudios complementarios ya que las alteraciones bioquimicas
se pueden explicar por otras patologias.

El estudio de sialotransferrinas séricas por isoelectroenfoque, se utiliza para el diagndstico de defectos
congénitos de la glicosilacion de las proteinas. El test de CDT (transferrina deficientemente
carboxilada) se utiliza como cribado para estos trastornos (82). Los defectos de la glicosilacién entran
en el diagndstico diferencial de las enfermedades mitocondriales ya que algunos de ellos también
causan afectacion hepatica. Este estudio se realiza en la paciente ya que forma parte del diagndstico
diferencial de enfermedades que pueden causar una hepatopatia.

La neuroimagen, en muchos casos, sigue siendo una prueba bastante inespecifica, cuya normalidad
no descarta una patologia mitocondrial, como puede verse en 8.1.4 NEUROIMAGEN. Ademas, en los
nifios tienen el inconveniente de precisar anestesia general para su realizacién, por lo que la
accesibilidad a dicha prueba se reduce.

En cuanto a la biopsia muscular, en la actualidad no se realizan biopsias Unicamente para el
diagnéstico de enfermedad mitocondrial. En caso de precisar una muestra de tejido por otro motivo,
como podria ser en el caso de una hepatopatia en la que interesa valorar el grado de afectacién
hepatica, si se realiza dicha biopsia, se recoge ademds una muestra de tejido para el estudio de
deplecion y delecion del mtADN en dicho tejido.

En cuanto al estudio del metabolismo energético en fibroblastos que se realizé en la paciente, hoy en
dia gracias a la disponibilidad de los estudios genéticos no es habitual su realizacién.

El cambio mas relevante respecto al diagndstico actual se observa en el estudio genético. En 2006 se
estudiaron genes aislados del nADN (mediante PCR) orientados segln la sospecha clinica que se tenia.

El diagndstico de deplecidn del mtADN realizado en biopsia hepatica junto con el sindrome clinico de
afectacion hepatocerebral hacia sospechar una mutacién en un gen nuclear implicado en el
mantenimiento del mtADN. En aquel momento los estudios de genes del nADN debian de realizarse
estudiando de forma individual cada uno de los genes candidatos. Esta secuencia de estudio genético
fue la realizada en nuestra paciente. Se estudié inicialmente el gen DGUOK, que no mostrd ninguna
variante patogénica, y posteriormente se estudid el gen POLG, que fue el que proporciond el
diagnostico. El tiempo empleado en realizar estos estudios y llegar a un diagndstico fue de 5 afios.
Actualmente se recurriria directamente al NGS, ya que es el método de eleccidn actual para el estudio
del nADN. El estudio del mtADN puede realizarse en sangre mediante NGS utilizando técnicas
especialmente disefiadas o en los tejidos mas afectados mediante PCR.
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Respecto al tratamiento, el recibido por la paciente coincide con los estandares establecidos en el afo
2006. Analizando las opciones terapéuticas que podria variar actualmente, como se puede ver en 7
CASO CLINICO, se empleé dicloroacetato. Este formaco se utilizaba en aquel momento para disminuir
el acido lactico, pero ya no se utiliza actualmente porque, a pesar de la reduccidn de los niveles de
lactato, no se objetiva mejoria clinica.

El uso de la carnitina (usado como tratamiento en nuestra paciente) estd descrito en el apartado 8.1.6
PRONOSTICO Y TRATAMIENTO. Sigue empledndose actualmente como tratamiento para estas
enfermedades. En ese mismo apartado se describen otros tratamientos que podrian utilizarse hoy en
dia. Como resumen de lo expuesto, se podrian utilizar coenzima Q10, idebenona, riboflavina y tiamina
para mejorar la funcidn de la cadena de transporte de electrones. La creatina puede ser util para
mejorar la obtencién de energia de forma anaerobia. Ademas, se podrian emplear antioxidantes como
la vitamina C y E, el 4cido lipoico y EPI-743 para evitar el efecto téxico de los ROS. La EPI-743, en
determinadas patologias, parece funcionar mas alld del efecto antioxidante y aportar mejoras
prondsticas. También se podria utilizar epicatequina para estimular la biogénesis mitocondrial y asi
mejorar la obtencién energética.

A pesar de los tratamientos disponibles actualmente, ninguno de los fdrmacos es curativo y con gran
probabilidad no habrian evitado el desenlace acontecido segun los conocimientos disponibles
actualmente. A pesar del gran avance diagndstico que ha habido, las opciones terapéuticas contindan
siendo limitadas, por ello se requieren mas estudios y ensayos de los que puedan beneficiarse estos
pacientes.

Respecto al diagndstico prenatal, en el caso de las mutaciones del nADN, es posible su realizacion
siempre y cuando estén identificadas las variantes patogénicas en el caso indice. Por eso en el caso de
nuestra paciente seria posible la realizacién de un diagndstico prenatal y un asesoramiento genético
a esta familia respecto a las opciones reproductivas, que englobarian el estudio en biopsia corial o
amniocentesis de un feto tras un embarazo espontdneo al diagndstico preimplantacional y seleccién
de embrién mediante técnicas de fecundacion in vitro.
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10 CONCLUSIONES

Las enfermedades mitocondriales son un grupo muy comun de trastornos metabdlicos hereditarios y
se encuentran entre las formas mas comunes de trastornos neurolégicos hereditarios. No dejan de
ser enfermedades raras, especialmente miradas individualmente.

La prevalencia de las enfermedades mitocondriales es extremadamente complicada de establecer,
pero se estima que puede la prevalencia puede situarse alrededor de 1 persona afecta de enfermedad
mitocondrial por cada 10.000 habitantes.

Uno de los desafios de las enfermedades mitocondriales es el diagndstico, dado que la marcada
variabilidad clinica de estas enfermedades puede retrasar el diagndstico.

Los avances en las técnicas de secuenciacion masiva han mejorado sustancialmente el diagndstico,
particularmente en nifos.

El estudio anatomopatoldgico e histoquimico del tejido queda desplazado, en ocasiones, a la
investigacidon o como apoyo en caso de duda diagndstica.

En cada paciente se debe evaluar el grado de afectacién de los diferentes érganos.

Se debe contemplar el asesoramiento genético en parejas que han tenido un hijo afecto de una
enfermedad mitocondrial para ofrecer la mejor opcién reproductiva en cada caso.

Estan disponibles diferentes estudios prenatales para facilitar la toma de decisiones reproductivas
claves para prevenir este tipo de enfermedades.

El diagndstico precoz de las enfermedades mitocondriales es esencial para diagnosticar alguna de las
patologias con tratamiento especifico que mejora el prondstico, supervivencia y calidad de vida.

Se estan desarrollando ensayos clinicos para obtener nuevos biomarcadores y nuevas opciones
terapéuticas.

El tratamiento de pacientes con enfermedades mitocondriales sigue siendo un desafio. En su mayor
parte el tratamiento es sintomatico o mejora un poco el prondstico.
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ANEXO ABREVIATURAS

OXPHOS: fosforilacion oxidativa

nADN: ADN nuclear

mtADN: ADN mitocondrial

OXPHOS: fosforilacion oxidativa

CTE: cadena de transporte de electrones

MDMD: defectos del mantenimiento del ADN mitocondrial
NGS: Next Generation Sequencing

VN: valor normal

BHB: B-hidroxibutirato

AGL: Acidos grasos libres

AGL/KB: Cociente entre acidos grasos y cuerpos

LCR: liquido cefalorraquideo

dGK : deoxiguanosina quinasa mitocondrial

MELAS: encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios tipo ictus
Gen POLG: Gen que codifica para la ADN polimerasa Gamma
3-MG: 4cido 3-metilglutacdnico

Cit C: citocromo C

CoQ10: Coenzima Q10



