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RESUMEN

Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas
causadas por mutaciones en el ADN mitocondrial o el nuclear que se caracterizan por
afectar al funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial, el sistema de
fosforilacion oxidativa. Se pueden presentar tanto en la infancia como en la edad adulta.
Debido a la gran variedad de presentacion clinica, su diagndstico requiere un equipo
multidisciplinar de especialistas. Sin embargo, a veces no es posible llegar a un
diagndstico o éste se retrasa. Dada la complejidad de su diagnostico, la identificacion de
un biomarcador es altamente necesaria. Un biomarcador es un indicador de la presencia
de un proceso biol6gico o patoldgico usado para el diagnéstico de la enfermedad, para
monitorizar su progreso o la respuesta del paciente a un tratamiento.

En este Trabajo de Fin de Grado se ha recopilado informacion de las investigaciones y
trabajos de revision sobre los biomarcadores para el diagnostico de enfermedades
mitocondriales. Son biomarcadores que se suelen utilizar en la primera fase del
diagnostico, de dichas enfermedades. Biomarcadores en suero como piruvato, lactato,
indice lactato/piruvato, o carnitinas, entre otras moléculas, son utilizados en el
algoritmo diagndstico, pero no son especificos de este grupo de enfermedades. Esta es
una conclusién repetida en varias investigaciones.

En otros estudios, el factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GFD15) y el factor de
crecimiento fibrobléstico 21 (FGF21) se han propuesto como moléculas prometedoras
para identificar enfermedades mitocondriales. Ademas, parecen mas fiables para
identificar enfermedades mitocondriales cuando se analizan juntos. Esto ha llevado a
buscar una huella bioldgica formada por varias moléculas para el diagndstico de las
enfermedades mitocondriales en lugar de una Unica molécula. Hasta ahora, no se han
podido incluir nuevos biomarcadores para el diagnéstico de enfermedades
mitocondriales en clinica. Se necesitan de cohortes mas grandes para probar su utilidad.

Palabras clave: enfermedades mitocondriales, biomarcador, GDF15, FGF21,
metabolismo mitocondrial.



ABSTRACT

Mitochondrial diseases are an heterogenous group of genetic disorders due to mutations
of the mitochondrial DNA or nuclear DNA that are characterized by defects in the
respiratory chain dysfunction, the oxidative phosphorylation system. They can appear at
an infant stage as well as at young adult. Their symptoms are a wide spectrum usually at
a multisystemic level. Because of their variegated clinical presentation their diagnosis
must be perform by a multidisciplinary group of experts. However, sometimes diagnosis
cannot be achieved or might get delay. Due to complexity of the diagnosis the
identification of a biomarker is a high priority. A biomarker is an indicator of biologic
or pathogenic processes used for disease diagnosis, for monitoring the disease
progression, and for patient response to therapeutic interventions.

In this thesis, information about investigations and research papers about biomarkers for
detecting mitochondrial diseases has been collected. Biomarkers are being used in a first
stage of mitochondrial disease diagnosis. Serum biomarkers like pyruvate, lactate,
lactate/pyruvate ratio, or carnitines, among other molecules are being used in the
diagnosis algorithm but they are not specific for this group of disorders. This is a largely
display conclusion amount the research papers.

In other studies, biomarkers like fibroblast growth factor 21 (FGF21) and growth
differentiation factor 15 (GDF15) appear to be promising molecules in identifying
mitochondrial diseases. Moreover, they appear to be more powerful to detect
mitochondrial diseases when test together, which lead to find a biosignature for
mitochondrial diseases rather than one single molecule. Thus far, new biomarkers have
not being able to be include in the diagnosis of mitochondrial diseases. Larger patient’s
cohorts are needed to prove their values.

Key words: mitochondrial diseases, Biomarker, GDF15, FGF21, mitochondrial
metabolism.



1. INTRODUCCION

Presentacion: El siguiente trabajo de fin de grado ha sido estructurado con una
introduccién, una justificacion del trabajo, la metodologia para la busqueda de la
revision sistematica, un apartado de resultados con las consideraciones teoricas de la
fisiologia y genética mitocondrial y las enfermedades mitocondriales, discusion de
biomarcadores para enfermedades mitocondriales y por ultimo un apartado de
conclusiones. Asi como la bibliografia utilizada y un apartado de anexos.

Justificacion: las enfermedades mitocondriales presentan un diagndstico muy complejo
que impide la elaboracién de ensayos clinicos en busca de nuevos tratamientos. Esta
revision bibliografica recoge informacién acerca de los biomarcadores para
enfermedades mitocondriales cuantificables en suero, plasma, orina y liquido
cefalorraquideo que las Gltimas investigaciones y revisiones en biomarcadores destacan
como mas prometedores.



2. MATERIALES Y METODOS

Disefio: Se realizd una revision bibliogréfica de la literatura cientifica disponible sobre
enfermedades mitocondriales y la utilizacion de biomarcadores en el diagnostico,
investigaciones de diagnostico, revisiones bibliograficas, serie de casos, y protocolos de
diagnostico, entre otros.

Estrategia de busqueda: la informacion obtenida para esta revision bibliogréafica se
consiguié tras crear una estrategia de busqueda sobre los biomarcadores de
enfermedades mitocondriales en las bases de datos online de Pubmed, Google
académico, ScienceDirect. Y recursos propios de la Universidad de Zaragoza como el
repositorio Zaguan.

- Primero en Pubmed: se establecieron los descriptores de busqueda. Las palabras clave
utilizadas fueron escogidas segln la terminologia Mesh: se creo la primera ecuacion de
basqueda escribiendo “mitochondrial diseases” 'y se selecciond la subcategoria
“diagnosis” afadiendo con AND “biomarker”, el descriptor estandarizado para
biomarcador o marcador biologico. La primera ecuacion de busqueda en Pubmed (no se
filtr6 por afio, aunque se introdujo que los estudios fueran en inglés o en espafiol y “Free
Full Text”):

1- ("Mitochondrial Diseases/diagnosis”/Mesh]) AND "Biomarkers"[Mesh].”

En la siguiente busqueda, se afadid “Growth Differentiation Factor 157 cOomo
descriptor con AND. Segunda ecuacion de busqueda:

2- (("Mitochondrial Diseases/diagnosis"[Mesh]) AND "Biomarkers" [Mesh]) AND
"Growth Differentiation Factor 15"[Mesh]

- Segundo: en la plataforma Google académico se utilizd la ecuacion de busqueda:
“mitochondrial disease diagnosis biomarker”. En este caso, si se restringio la busqueda
a un intervalo desde 2008 al 2019 y “Free Full Text”. Por Ultimo, se analizaron las
referencias bibliograficas de los propios articulos encontrados.

- Tercero: en Zaguan se introdujo como palabra clave “Enfermedades mitocondriales”

- Cuarto, a partir de los articulos encontrados en un primer momento se obtuvieron
algunos articulos referenciados en ellos.

Criterios de inclusion y exclusion: se priorizaron estudios de pruebas diagnosticas que
incluian grupo control para comparar los resultados. Se busco preferentemente literatura
cientifica sobre los biomarcadores: factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GDF15)
“Growth Differentiation Factor 15 y el factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21)
“Fibroblast Growth Factor 21” y otros biomarcadores cuantificables en suero, orina y
liquido cefalorraquideo. Se ha excluido la informacion sobre biomarcadores de imagen
y el diagnostico genético.



Extraccion de datos: En Pubmed, se obtuvieron 120 resultados con la aplicacion de la
primera ecuacion de bdsqueda. Se encontraron 32 resultados disponibles al aplicar el
filtro “Free Full Text” y 6 resultados al aplicar la segunda ecuacion de bdsqueda con el
filtro “Free Full Text”. En Google académico se obtuvieron 4.490 resultados y 3
articulos seleccionados por el criterio de mencionar los biomarcadores. En Zaguan se
localizaron dos trabajos de fin de Grado sobre enfermedades mitocondriales. En la
revision de la bibliografia de los articulos se encontraron 31 articulos mas.

Anélisis de los datos: La informacion obtenida se estructurd para proporcionar un
resumen de cémo se encuentra en este momento la busqueda de biomarcadores para las
enfermedades mitocondriales. Se sefialan los inconvenientes y los beneficios de estos
biomarcadores obtenidos de diversas fuentes con distintos grados de significacion. Se
ha tenido en cuenta el tamafio de las cohortes de pacientes estudiadas y que incluyeran
un grupo control como criterio de validez externa de estos trabajos para comprobar si
sus resultados pueden ser aplicados a otras poblaciones.



3. RESULTADOS

3.1.INTRODUCCION A LA PATOLOGIA MITOCONDRIAL

Las enfermedades mitocondriales (EM) son un conjunto de enfermedades metabolicas y
neurodegenerativas causadas por un amplio abanico de alteraciones en el metabolismo
oxidativo mitocondrial, en la cadena respiratoria mitocondrial.

3.1.1. Fisiologiay estructura mitocondrial

Las mitocondrias son organelas citoplasmaticas presentes en las células eucariotas. Su
estructura se compone de una membrana externa y otra interna. La membrana interna se
invagina hacia la matriz mitocondrial formando las crestas mitocondriales donde se
dispone la cadena respiratoria mitocondrial (CRM). La CRM estad formada por los
complejos multienziméticos del sistema de fosforilacion oxidativa (Sistema OXPHOS).
En la figura 1 se puede ver representada la CRM.

En la mitocondria, se realiza la fosforilacion oxidativa, etapa terminal de la ruta de
produccion de adenosintrifosfato (ATP), y se la considera unidad funcional de la
produccion de energia. También tienen lugar en la mitocondria otros procesos
metabolicos: ciclo de Krebs, ciclo de la urea, oxidacion de &cidos grasos y cetogenesis
entre otros. Para que todas sus funciones se realicen de forma correcta, se necesitan mas
de 1.500 enzimas. Unas 100 proteinas estan involucradas directamente en la
fosforilacion oxidativa (1).

3.1.2. Fosforilacion oxidativa (sistema OXPHQOS)

La fosforilacion oxidativa produce energia a partir de la oxidacion aerébica de sustratos
como los acidos grasos libres, el piruvato y los aminoacidos. El proceso oxidativo final
tiene lugar en la CRM, encargada de transformar los potenciales de Oxido-reduccién
generados en energia, mediante la fosforilacion oxidativa. Esta consiste en la
reoxidacion del dinucle6tido de nicotinamida y adenina forma reducida (NADH) y
flavin adenin dinucleétido forma reducida (FADH2) por reacciones acopladas de
oxidacion-reduccion (redox) con el paso de electrones a través de los complejos
enzimaticos de la CRM integrados en la membrana interna mitocondrial donde se
genera el gradiente electroquimico necesario. Los elementos reductores se obtienen por
seis pasos de deshidrogenacion (uno en la glucolisis, otro en la reaccion de la piruvato
deshidrogenasa y cuatro mas en el ciclo de Krebs). En total, se reducen diez moles de
NAD+ (forma oxidada del NADH) a NADH y dos moles de FAD (forma oxidada del
FADH2) a FADH2 por mol de glucosa.

La glucolisis y el ciclo del acido citrico también generan energia, pero son procesos que
rinden menos ATP que el sistema OXPHOS.

El complejo I (NADH-CoQ oxidorreductasa) transporta los equivalentes reductores
desde el NADH al “pool” de Coenzima Q (CoQ). EI complejo Il (succinato-CoQ
oxidorreductasa) reoxida el FADH2 y transporta los electrones al CoQ. EI complejo 111



(ubiquinol-citocromo ¢ oxidorreductasa) transporta los electrones desde el CoQ al
citocromo ¢ (Cyt c). El complejo IV (citocromo c oxidasa) cataliza la transferencia de
electrones desde el Cyt ¢ al O2 para producir agua. La energia liberada en estos
procesos se utiliza para bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana (a través de los complejos I, 111 y 1V), y el gradiente electroquimico
generado es utilizado para la sintesis de ATP en el complejo V (ATP sintasa).

Ademaés, para un perfecto rendimiento de la CRM es necesario un funcionamiento
adecuado de otras tres enzimas: dihidroorotatoCoQ oxidorreductasa (DHO-CoQO),
flavoproteina transportadora de electrones-CoQ oxidorreductasa (ETF-CoQO) vy el
translocador de nucleétidos de adenina (ANT), encargado de exportar al citoplasma el
ATP sintetizado, a la vez que introduce en la matriz ADP y Pi (3). En la figura 1,
podemos ver un esquema representando los complejos multienzimaticos de la CRM.
Los polipéptidos codificados por el acido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt)
estan resaltados en la tabla 1. En el CIl no participa ningin gen del ADNmt, sélo el
ADN nuclear (ADNN).

H+ Hi+ H+
Matiz ADP ATP
Succinato Fumarato H+
L 02 2H20
—_— — DHO-Co00 Cll
—
& ol o)
ND1 ND2
Membrana ND3 col
interna ND4 e- Cyth
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NDS o N L
— —  CoQ _ATPasab

1 e | I

Figura 1. Cadena respiratoria mitocondrial. Cl, CIl, CIlI, CIV, CV: los 5 complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial. CoQ: ubiquinona, Cyt c: citocromo ¢, Cyt b: Citocromo b. ND: subunidades de NADH deshidrogenasa.
DHO-CoQO: dihidroorotatoCoQ oxidorreductasa. CO: subunidades de la citocromo ¢ oxidasa.

Espacio intermembrana

En el apartado de anexos se incluye otra tabla con los nombres de cada uno de los
complejos y nimero de polipéptidos de cada uno codificados en el que ADNmt asi
como una representacion del ADNmt. Tabla 2: Complejos de la CRM y sus
constituyentes. Tabla 3: Subunidades codificadas en el ADNmt y figura 4. mapa
geneético del ADNmt. .

Tabla 1. Proteinas de la CRM codificadas por el ADNn o el ADNmt:

Cl Cll CHl Clv CVv
ADNmt 7 0 1 3 2
ADNnN ~39 4 10 10 ~14
Proteinas de ~11 ~2 ~9 ~30 ~33
ensamblaje

Aungue no se conoce en su totalidad la estructura de la CRM, cualquier déficit
enzimatico que afecte a las vias metabdlicas mencionadas afectard al metabolismo




celular. Una consecuencia directa de ello serd la limitacion en la cantidad de ATP
intracelular disponible. También se producirdn otro tipo de efectos metabdlicos. Entre
ellos, una marcada alteracion del metabolismo de los carbohidratos y de la 3-oxidacion.

Como consecuencia de ello, serd posible encontrar un incremento en los ratios
lactato/piruvato y B-OH butirato/acetoacetato y una elevacion secundaria en plasma de
niveles de lactato (2). Por eso, son utilizados en el diagndéstico de las EM.

La CRM es una fuente estudiada de especies reactivas de oxigeno (ROS), especialmente
en los complejos | y Ill. Se estd estudiando que las especies ROS puedan tener
funciones en la regulacion de la biogénesis mitocondrial. Sin embargo, a pesar de que la
mitocondria posee enzimas, como la superdéxido dismutasa, para procesar estas especies
ROS una cantidad excesiva de ROS puede dafiar la membrana lipidica de la mitocondria,
sus proteinas y sus acidos nucleicos (1).

3.1.3. ADN mitocondrial y ADN nuclear

La mitocondria posee su propio sistema genético con las herramientas necesarias para
su mantenimiento y expresion (replicar, transcribir y traducir su informacion genética).
El ADNmt codifica 13 proteinas que forman parte de los complejos mutienzimaticos del
sistema OXPHOS (figura 1 y tabla 1). El resto de las proteinas, que forman el sistema
OXPHOS y la mitocondria, estan codificadas en el ADNn. Por lo tanto, “La biogénesis
de este sistema constituye un caso Unico en la célula, ya que se requiere la expresion
coordinada de dos sistemas genéticos” (3): el nuclear y el mitocondrial.

El ADNmt es una molécula circular compuesta por 16569 pares de bases (37 genes). El
ADNmt carece de intrones (ver en anexos la figura 4 donde se representa el mapa
genético del ADNmt (3) yen la tabla 2. se resumen los complejos de la CRM con los
genes mitocondriales y en la tabla 3. se indican las subunidades que forman la CRM
codificadas en el ADNmt). EI ADNmt contiene la informacion necesaria para codificar:
22 &cidos ribonucleicos de transferencia (ARNLt), 2 &cidos ribonucleicos ribosémicos
(ARNr) y 13 péptidos todos componentes de la CRM (en el sistema OXPHOS
complejos ClI, ClIlI, CIV y CV) (3).

El ADNn dedica mas de 45 genes para el resto de los componentes de la CRM (e.g.
complejo 1l estd codificado por completo por ADNN) y la sintesis e importacién de la
mayor parte de las mas de 1500 proteinas (casi un 90%) necesarias para el
funcionamiento de la mitocondria. Las proteinas codificadas por el ADNn se traducen
en los ribosomas del citoplasma y posteriormente se transportan a las mitocondrias. Las
proteinas codificadas por el material genético mitocondrial lo hacen en los ribosomas
mitocondriales.



3.1.4. Herencia mitocondrial

El sistema genético mitocondrial presenta unos caracteres genéticos que lo diferencian
del ADNn:

1- Herencia materna: el ADNmt se hereda por via materna con un patron vertical
no mendeliano.

2- Poliplasmia: el nimero de moléculas de ADNmt varia entre unas 1.000 y 10.000
copias por célula, dependiendo del tejido, con 2 a 10 moléculas de ADNmt por
mitocondria.

3- Heteroplasmia: cuando existe una mutacion en algunas de 2 a 10 moléculas de
ADNmMt y coexisten moléculas normales y moléculas mutadas. En general, todas
las mitocondrias de un individuo normal presentan moléculas de ADNmt iguales,
es decir, son individuos homoplasmicos.

4- Segregacion mitética: durante la division celular se produce una segregacion
replicativa, de modo que las mitocondrias se distribuyen al azar entre las células
hijas. La consecuencia de este proceso es que la proporcion de moléculas
mutadas puede ser diferente entre tejidos, entre células de un mismo tejido e
incluso modificarse a lo largo del tiempo.

5- Efecto umbral: la proporcion entre moléculas de ADNmt normales y mutadas
determina el fenotipo de la enfermedad. Si es muy pequefio ese porcentaje de
ADNmt mutado se produce una compensacion por parte de las moléculas
normales suficiente para cubrir la demanda del ATP. Si el nimero de copias de
ADN mutado sobrepasa un porcentaje determinado, la produccion de ATP estara
por debajo de los minimos necesarios para el funcionamiento del tejido y se
desarrollara la enfermedad. Las diferentes necesidades energéticas de los tejidos,
hacen que este nivel pueda ser diferente en cada uno de ellos.

Hay que tener en cuenta que las proteinas mitocondriales codificadas en el ADNn
siguen un patron de herencia mendeliano. Por lo tanto, es posible encontrar EM por
herencia paterna.

El ADNmt muta con mas facilidad que el ADNn. Se esta estudiando como etiologia de
esas mutaciones a las especies ROS. EI ADNmt se encuentra proximo a la CRM donde
hay gran cantidad de especies ROS que podrian dafiar la membrana lipidica, las
proteinas o los acidos nucleicos (1). Esto hace que la tasa de mutacion espontanea del
ADNmMt sea mayor en comparacion a la tasa de mutacion espontanea del ADNn.

Los individuos afectados de una EM suelen ser a menudo portadores de una mezcla de
ADNmt salvaje y una proporcion de ADNmt mutado, es decir, son heteroplasmicos.
Niveles elevados de ADNmt mutado juegan un papel importante en la presentacion de
algunas EM.



3.2.ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

Las enfermedades mitocondriales (EM) son enfermedades metabdlicas multisistémicas
debidas a defectos en el funcionamiento de la CRM que pueden ser heredadas o
adquiridas. Algunos autores, incluyen en el término de EM alteraciones en otros
procesos metabolicos de la mitocondria. En esta revision, sélo se considera EM a las
causadas por defectos del sistema OXPHOS.

Aproximadamente, las EM tienen una incidencia en nifios de 6,2/100.000 nacimientos
vivos. Pero su incidencia en adultos se estima en 1 de 4.300, incluyendo alteraciones de
ADNnN y ADNmt, se encuentran alteraciones en el ADNmt en un 75% de los individuos
afectados (4).

La clinica tiene un espectro muy amplio de sintomas. Pueden presentar un solo 6rgano
afectado o varios. También se sabe que la aparicion de los sintomas puede ser gradual y
que la disfuncion se presente a lo largo de los afios. Al afectar a diferentes sistemas del
organismo necesitan de una evaluacion multidisciplinar. Hasta el momento, el
tratamiento es solo sintomatico.

3.2.1. Clasificacion de las enfermedades mitocondriales

El estudio de las EM comenz6 en 1959 cuando un endocrindlogo sueco, el doctor Rolf
Luft, y su equipo, describieron el caso de una mujer joven con hipertiroidismo,
hiperhidrosis y gran pérdida de peso con ingesta calérica alta. Una biopsia muscular
revel6 un desacomplamiento en el funcionamiento de la CRM (5).

Desde entonces, se han descrito mas de 150 sindromes mitocondriales (5). A la hora de
clasificarlos se suelen tener en cuenta aspectos bioquimicos, genéticos y clinico-
fenotipicos. Pero una clasificacion que unifique todos los aspectos se hace dificil debido
a los siguientes motivos (6):

1- Una misma anomalia bioquimica o molecular se asocia con fenotipos clinicos
diferentes.

2- Un mismo fenotipo clinico puede ser debido a anomalias bioquimicas o
moleculares diferentes.

3- No hay correlacion entre la severidad de la afectacion clinica y el déficit
bioquimico.

4- Un 6rgano bioguimica y molecularmente afectado, aunque clinicamente silente
en un momento determinado, puede manifestar su disfuncion con la evolucion
del proceso.

5- Continuamente se estan descubriendo nuevas expresiones clinicas y nuevas
bases genetico-moleculares de las EM.

Como la clasificacion de las EM da lugar a tablas muy extensas, se han incluido en el
apartado de anexos. En la tabla 3 se clasifican las EM en cinco tipos segun la base
bioquimica de la alteracion: defectos de transporte de substrato, defectos de la
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utilizacion del substrato, defectos del ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs), defectos
de la cadena respiratoria y defectos del acoplamiento fosforilacion -oxidacion.

Igualmente extensa es la clasificacion genética de las EM. De manera simplificada
tenemos dos posibles origenes del defecto genético: mutaciones en el ADNmt y ADNN.
En la tabla 5 y tabla 6 se incluye una clasificacion abreviada de los defectos genéticos
de las EM. Se han descrito mas de 200 mutaciones en el ADNmt que pueden ser:
mutaciones puntuales, reorganizaciones o deleciones multiples. Habitualmente, se suele
denominar EM “primarias” a las causadas por mutaciones en el ADNmt. Defectos en la
estructura de los complejos de la CRM, en especial del Cll, causados por mutaciones en
el ADNn quedarian entre los dos conceptos de primaria y secundaria. Porque no son
defectos del ADNmt ni es necesario que afecten a la estabilidad del ADNmt, pero adn
asi el funcionamiento de la CRM se ve comprometido.

Por otro lado, se puede denominar EM “secundarias” a las causadas por defectos que
indirectamente comprometen el genoma mitocondrial, pero no son por una mutacion en
el ADNmt. Son aquellas mutaciones que afectan indirectamente a la estabilidad genética
del ADNmt por una mutaciéon nuclear, que altera alguna proteina necesaria para la
replicacion, la transcripcion o en general el mantenimiento del genoma mitocondrial.
Como la comunicaciéon entre los dos sistemas genéticos es tan estrecha, las EM
“secundarias” comparten muchas caracteristicas con las “primarias”. Como sufrir el
efecto umbral o el de la heteroplasmia.

3.2.2. Fenotipos caracteristicos

LHON de sus siglas en inglés “Leber's Hereditary Optic Neuropathy” (neuropatia
hereditaria de Leber). Estd enfermedad es causada por mutaciones puntuales en el
ADNmMt, alteraciones de los genes: ND1, 4, 4L o ND6. Se relaciona a mutaciones
homoplasmicas en algunos de esos genes mitocondriales (5,7). Suele generar una
pérdida de visidn central subaguda en adultos jovenes, sobre todo hombres (7).

MELAS las siglas del inglés “Mitocondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and
Stroke-like episodes” (encefalopatia mitocondrial con acidosis lactica). Es el sindrome
mitocondrial mejor definido clinicamente. Se suele diagnosticar en pacientes menores
de 40 afios con episodios de accidentes cerebrovasculares. Suele deberse a mutaciones
puntuales en el ADNmt en una gran variedad de genes. Se han descrito mutaciones en
ND1, ND5 o en ARNSs de transferencia mitocondriales entre otras. La heteroplasmia
parece guardar relacion con la variedad de la clinica que encontramos en individuos con
MELAS. Episodios semejantes a ictus suceden en un grupo de individuos con MELAS
y no en todos ellos. Por otro lado, el efecto umbral también hace variar las
manifestaciones clinicas entre los pacientes con MELAS. Los individuos portadores de
la mutacion A3243G expresan diferentes tipos de sindromes o patologias: sindromes de
diabetes y sordera aislados, cardiomiopatia aislada o miopatia ocular, cuando la
cantidad de ADNmt mutado sobrepase el umbral patogénico de cada tejido (1,7,8).

MILS y NARP y sus traducciones respectivas “Maternally Inherited Leigh Syndrome”
(Sindrome de Leigh de herencia materna) y “Neuropathy, Ataxia and Retinitis
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Pigmentosa” (Neuropatia con ataxia y retinitis pigmentaria), son el resultado de la
misma mutacién T8993G en el gen de ADNmt que codifica la subunidad 6 de la ATP
sintetasa. Si esta misma mutacion aparece en méas del 90% de las moléculas de ADNmt
resulta en un sindrome MILS, pero si se encuentra entre el 70% al 90% de las moléculas
de ADNmt se manifiesta como NARP. El sindrome de Leigh también puede ser debido
a mutaciones del ADNn (7).

KSS “Kearns-Sayre Syndrome” (Sindrome de Kearns-Sayre) caracterizado por
oftalmoplejia externa progresiva (OEP), retinitis pigmentaria e inicio antes de los 20
afios de edad. Con otros rasgos comunes adicionales que incluyen sordera, ataxia
cerebelar y bloqueo cardiaco. La proporcion de moléculas de ADNmt mutado puede
cambiar con la edad; e.g. el ADNmt con deleciones se incrementa con la edad en los
tejidos de los pacientes con KSS.

MNGIE “Mitochondrial neurogastrointestinal encephalopathy sindrome” 0 sindrome
de encefalopatia mioneurogastrointestinal. Es un ejemplo de una EM “secundaria”. Se
hereda de forma autosémica recesiva y estd causado por mutaciones en el gen TYMP,
que codifica una proteina implicada en la fosforilacion de la timidina. Estas mutaciones
conducen a la anulacién completa de la actividad enzimatica de esta proteina, la
acumulacién de timidina y deoxiuridina en los liquidos y tejidos bioldgicos, asi como a
un desequilibrio en la replicacion y la reparacion del ADNmt, que provoca multiples
deleciones y en ocasiones una deplecion parcial.

Este trabajo, se centra en los posibles biomarcadores bioquimicos que ayuden al
diagndstico de las EM. Para méas informacion sobre los aspectos genéticos de estas
enfermedades y sus mutaciones se puede consultar MITOMAP: A Human
Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 2019 (9).

Mutacion mitocondrial o nuclear.
|

Defectos OXPHOS

|

Fenotipo bioquimico y genético
[

Manifestaciones clinicas

3.2.3. Clinica de las enfermedades mitocondriales

La caracteristica principal de las enfermedades mitocondriales es la heterogeneidad en
sus manifestaciones, condicionado por la heteroplasmia, segregacion mitética y efecto
umbral. La expresion de una enfermedad mitocondrial estara ligada a la proporcion de
ADNmt salvaje y mutado, es decir, su heteroplasmia y condicionada por el umbral del
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tejido que esté afectado, ya que segun las necesidades del metabolismo oxidativo del
tejido afectado, se expresara la disfuncion (6).

En general, las EM tienen una afectacion multisistémica y normalmente los tejidos méas
afectados son los que consumen mas energia: cerebro y masculo. Sin embargo, la gran
ubicuidad de la fosforilacion oxidativa hace que se manifiesten multitud de sintomas
diferentes, como se pueden observar en la figura 2.

Meuropatia dptica, rinitis pigmentaria, retinopatia,
diplopia, alteraciones de los misculos oculares.

Infarto cerebral, ataxia, epilepsia,
encefalopatia, migrafias,
discapacidad intelectual

Cardiomiopatia tipo hipertréfico,
defecto de conduccion arritmias por
alteracion de la mitocondria. Sd de

Wolff-Parkinson-\White._

Sordera neurosensorial

Digestivo: pseudoobstruccion de
colon, hepatopatia, alteracion de
la funcidn exocrina pancreatica,

diarrea, insuficiencia hepatica.

Neuropatia sensoriomotora

Rifion: sindrome de Fanconi, sd
de Bariter-like

M.O: Anemia sideroblastica,
pancitopenia, acantosis

Miopatia, hipotonia,
intolerancia al ejercicio, dolor
muscular, rabdomiolisis

Endocrino: DM, Hipoparatiroidismo,
hipotiroidismo, déficit de GH, retraso
puberal.

Figura 2. Manifestaciones clinicas de las enfermedades mitocondriales.

Se debe sospechar una disfuncion mitocondrial cuando se asocien inexplicablemente
una combinacién de sintomas neuromusculares, un curso progresivo, y que afecte a
organos o tejidos que no parecen estar relacionados. En anexos, se incluye en la tabla 7
una aproximacioén a los principales signos y sintomas de las EM relacionados con la
edad de presentacion junto con los sindromes caracteristicos con los que se relaciona
esa presentacion.

Aunque existen sindromes que han dado nombre a algunas EM, en muchas ocasiones la
asociacion de sintomas y signos se modifica a lo largo del proceso. No son homogéneos
en todos los enfermos. Incluso los fenotipos mas frecuentes por mutacion en el ADNmt
sufren variaciones en funcion del efecto umbral, de la heteroplasmia y de la segregacién
mitética ademas de fendmenos ambientales.
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3.2.4. Algoritmo diagndstico

El diagndstico se fundamenta primero en la sospecha clinica: anamnesis y exploracion
fisica y estd apoyado inicialmente en los resultados de exploraciones complementarias
generales: campimetria o fondo de 0jo, entre otras. M&s adelante, se necesitan pruebas
especificas de disfuncién mitocondrial, como pruebas genéticas o un perfil bioquimico.

Se debe realizar una historia clinica detallada, con antecedentes personales y familiares,
los antecedentes familiares maternos de talla baja, sordera y migrafias son sugestivos de
disfuncion mitocondrial (6).

Seguidamente, se debe realizar una exploracién fisica completa y un manejo
multidisciplinar. Se deben evitar pruebas innecesarias y realizar los estudios cruentos
estrictamente necesarios. Entre los estudios complementarios se encuentran:

1) Las exploraciones complementarias buscan apoyar el diagnésticos aportando datos
sobre las disfunciones que presenta cada paciente afectado por un sindrome
mitocondrial. Se incluyen: examen de fondo de ojo, agudeza visual, campimetria,
motilidad ocular, electroencefalograma (EEG), estudios neuro-fisiologicos, potenciales
evocados auditivos, potenciales somatosensoriales, potenciales evocados visuales,
electroretinograma, electromiograma (EMG) y estudio electroneurografico entre otros
estudios segun la disfuncion organica sintomatica o que se sospeche relacionada con la
enfermedad mitocondrial posible (2,10).

2) Pruebas de neuroimagen: tomografia computarizada (TC) cerebral, resonancia
magnética (RM) cerebral, RM espectroscdpica. Sefiales hiperintensas bilaterales en los
nacleos de la base son tipicas del sindrome de Leigh; lesiones tipo infarto en los
hemisferios cerebrales posteriores estan presentes en el MELAS, mientras que sefiales
difusamente anormales de la sustancia blanca cerebral se visualizan en el KSS. Las
calcificaciones de los ganglios de la base son comunes en MELAS y KSS (6). Otros
aspectos sobre pruebas de imagen en EM se han encontrado en los trabajos: (11-13).

3. El estudio metabolico inicial se orientard a la demostraciéon de una alteracién en el
estado de oxidorreduccion:

- Determinacién de acido lactico y piravico en sangre.

- Relacion hidroxibutirato/acetoacetato.

- Concentracion plasmatica de carnitina y sus fracciones.
- Cuantificacion de aminoacidos en sangre.

- Acidos orgénicos en orina (AOO).

Cada tejido tiene una manera individual de responder al déficit de la CRM. Si existen
problemas en el sistema OXPHOS se generan metabolitos o moléculas que pueden
acumularse en el torrente sanguineo, orina, liquido cefalorraquideo (LCR) etc. La
determinacion en plasma de lactato, piruvato, carnitina y sus fracciones y creatinina (Cr),
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creatinin kinasa (CK) y AOO se puede utilizar en el diagndstico de sospecha de
enfermedad mitocondrial.

I) Lactato y piruvato: El lactato es un &cido hidrocarboxilico que se usa como marcador
de isquemia. El lactato se obtiene del piruvato. De la glucosa y la alanina se obtiene el
lactato. (e.g. glucolisis). El piruvato (figura 3) puede entrar en la mitocondria para la
fosforilacion oxidativa o puede metabolizarse en lactato. Cuando la célula no tiene
suficiente oxigeno (e.g. durante el ejercicio) o hay una disfuncion severa de la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria (e.g. defectos del sistema OXPHOS), el lactato
se acumula (11).

I1) Creatinina y creatinina quinasa Cr/CK: participan en la homeostasis energética de la
célula, e.g. en el tejido muscular. Durante la contraccién el musculo consume ATP y la
CK cataliza la refosforilacion del ADP para formar ATP, usando fosfocreatina (PCr)
como reservorio de la fosforilacion (11).

1) Aminoacidos: se pueden cuantificar en plasma o suero, orina, y liquido
cefalorraquideo. La alanina elevada en sangre y/o LCR se suele encontrar en los déficits
de la piruvatodeshidrogenasa (PDH). La mayoria de las EM no suelen sufrir una
variacion del perfil normal de los aminoacidos. En casos concretos, parece ser util si la
enfermedad mitocondrial se asocia con tubulopatias (11).

IV) Carnitina: un incremento en la forma estratificada con descenso de la forma libre
puede reflejar un déficit en el metabolismo intramitocondrial de los acidos grasos (6).

V) Relacion hidroxibutirato/acetoacetato: indica el estado redox intramitocondrial; su
elevacion puede indicar disfuncion mitocondrial (6).

VI) Acidos organicos cuantificados en orina (AOO): pueden indicar si hay presencia de
hiperacidemia, por la existencia de aciduria dicarboxilica (2,6).

Acidos
rasos
Glucosa AA g

Pt

Lactato

ATP Cr
s /7
' NARDH FADH2 ETFE-DH
ATPasa i l
7/ / \ ; O &
ADP PCr |
i_ Acidos CoQ10
| orgdnicos
CITOSOL MITOCONDRIA

Figura 3. Metabolismo mitocondrial y moléculas usadas como biomarcadores. Cr: creatinina; PCr Fosfocreatina;

CK, creatinin quinasa; CoQ10: coenzima Q10; AA: aminoacidos; ETF flavoproteina transportadora de electrones;
ETF-DH: ETF deshidrogenasa.
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Las moléculas citadas previamente, aunque Utiles para la sospecha del diagnostico de
las EM no son especificas, y tampoco se pueden utilizar para descartar un déficit
mitocondrial. Por eso son necesarias otras pruebas para confirmar el diagnostico.

En la figura 3 se esquematizan las vias metabolicas que tienen lugar en la mitocondria y
las moléculas que se usan de biomarcador de enfermedad mitocondrial dado que sus
niveles en plasma se pueden ver alterados al aparecer una disfuncién en la CRM.

4) Pruebas de confirmacién diagnostica: demostrar el déficit enzimatico y despistaje
genético molecular.

- Estudios morfoldgicos e histoenzimatico.
- Microscopia electrénica.

- Estudio bioquimico (en biopsia muscular).
- Estudio genético.

Estos problemas en el diagndstico son transversales para todos los profesionales que
trabajan con EM, desde pediatras hasta especialistas en bioquimica o genética
mitocondrial. Por ello, muchos de los pacientes pasan por el proceso cruento de la
biopsia muscular para el diagndstico.

La biopsia muscular se usa para la evaluacion funcional del sistema OXPHOS mediante
la medida de la actividad de enzimas que participan en la CRM. Sigue siendo el pilar
fundamental del diagndstico, aporta mucha informacion. Pero es una técnica cruenta e
invasiva que en ocasiones no garantiza el diagnostico ni lo descarta. Los hallazgos
histolégicos que se buscan como las fibras rasgadas rojas “ragged-reg” y/o fibras
musculares Cyt ¢ negativas solo se encuentran en algunos pacientes con enfermedad
mitocondrial. Sin embargo, aunque se encuentren esos hallazgos, no son especificos, ya
que algunas miopatias inflamatorias también pueden tener biopsias musculares
compatibles (14). Ademas, algunas de las EM no muestran clinica muscular v,
habitualmente en pacientes jovenes, sobre todo en nifios, la clinica muscular se presenta
a lo largo de los afios (11).

Como se ha expuesto anteriormente, las EM necesitan un método diagnostico facil,
especifico y lo menos cruento posible. Esto ayudaria a los investigadores a la hora de
identificar a los pacientes con enfermedad mitocondrial en los posibles ensayos clinicos
futuros en busca de tratamientos eficaces. Incluso permitirian monitorizar el progreso de
la enfermedad o la respuesta a un determinado tratamiento. Varias corrientes de
investigacion se centran en buscar un marcador biolégico especifico de EM que ayude a
diagnosticar estas enfermedades.

Un marcador biolégico o biomarcador: es una caracteristica que se puede medir
objetivamente y evaluar como un indicador de la actividad normal, patologica o de la
respuesta a un farmaco.

Podemos clasificar a los biomarcadores en: biomarcadores que reflejen la presencia o
ausencia de una enfermedad que puede indicar su gravedad y biomarcadores de
respuesta a farmacos para indicar si el farmaco origina una mejoria o no.
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El biomarcador ideal es aquel que podemos obtener de forma sencilla. En muestras de
sangre, orina o el aire exhalado. Uno subideal seria el obtenido en LCR, musculo,
higado o corazdn que requiere por tanto un proceso mas invasivo para su obtencion.
Tradicionalmente, en las EM, los biomarcadores inespecificos como el piruvato, el
lactato, la CK... han sido utilizados cuando se sospechaba enfermedad mitocondrial una
vez descartaban otras posibilidades. Dada la complejidad clinica, bioguimica y genética
que presentan estas enfermedades, un biomarcador especifico puede ser muy dificil de
encontrar y se esta considerando la necesidad de encontrar una huella bioldgica, es decir,
el conjunto de algunos marcadores, traduccion del inglés “biosignature”, para el
diagndstico de las EM en lugar de uno solo (11).

En la busqueda de nuevos métodos diagnosticos, las investigaciones sobre
biomarcadores aportan datos de los marcadores inespecificos, por si pudiesen ser Utiles
combinados con otros para formar una biohuella de identificacién e investigaciones en
busca de nuevas moléculas. En este contexto, se encuentran las investigaciones sobre las
citogquinas: factor de crecimiento fibroblastico 21, de sus siglas en inglés FGF21, y el
factor de diferenciacion de crecimiento 15, GDF15.

Factor de crecimiento fibroblastico 21 (FGF21)

El FGF21 es una proteina que regula la funcién de otras células, es decir, una citoquina
similar a una hormona. Pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento
fibroblastico. Sus iniciales vienen del inglés “Fibroblast Growth Factor 21”. La
biologia del FGF21 es intrinsicamente complicada. Esto se debe a la diversidad de sus
funciones en diferentes 6rganos estudiados. Parece que puede actuar de factor autocrino,
paracrino o endocrino (15). Se describié como potencial biomarcador de EM cuando se
encontrd una correlacion entre su concentracion en suero y las miopatias mitocondriales
(16). ElI FGF21 presente en suero humano es principalmente de origen hepatico, pero
también se expresa en los adipocitos, miocitos y pancreas (17).

Algunos autores han descrito un aumento del FGF21 en los miocitos durante la
insuficiencia cardiaca activando vias metabdlicas antioxidativas (18). También se ha
indicado su aumento en pacientes con patologias severas (19). Sin embargo, la relacion
de FGF21 y su implicaciébn como mediador en la respuesta de adaptacion al estrés
celular, via de respuesta al estres o ISR-ATF4 de sus siglas en inglés “Integrated Stress
Response” a través de ATF4 “Activating Transcription Factor 4”, no esta
completamente aceptada (20). Algunos estudios descartan la participacion de FGF21 en
la respuesta de las células musculares cuando responden al estrés (21).

Factor de diferenciacién de crecimiento 15 (GDF15)

El GDF15 también es una citoquina de la superfamilia de factor de crecimiento beta
(TGF-beta) recibe las siglas por su denominacién en inglés “Growth differentation
factor 15” (GDF15). Se expresa en placenta, higado, rifiones, pulmones, pancreas y
prostata (11). Tiene un papel esencial en la regulacion de las respuestas celulares al
estrés y la inflamacion y estd involucrado en la supresion de la inflamacion en la
primera parte del embarazo, en el cancer o en las enfermedades cardiovasculares (11).
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Ademas, se expresa en plexo coroideo como potente factor neurotréfico para neuronas
motoras y sensitivas (16). Al igual que para FGF21, su funcién metabdlica no esta
completamente descrita. Parece que GDF15 se eleva por activacion del ATF4. El ATF4
es un gen que se activa cuando aparece estrés celular (22).
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4. DISCUSION

Las investigaciones de biomarcadores para EM son recientes. Entre sus objetivos se
encuentran: la basqueda de nuevas moléculas que sirvan de biomarcador de patologia
mitocondrial y de analizar las existentes.

Un biomarcador diagnostico es cualquier caracteristica cuantificable que indica
actividad patoldgica. Para esta revision bibliografica se centr6 la busqueda en los
biomarcadores para EM cuantificables en sangre, orina o LCR, piruvato, ratio
lactato/piruvato, CK, aminodacidos, acidos organicos, carnitinas y citoquinas circulantes.

La determinacion de lactato, piruvato, CK, aminoacidos, carnitinas y AOO, carecen de
precision diagnostica, y por si sola, su cuantificacién no sirve para diagnosticar una
enfermedad mitocondrial (8). Aunque son biomarcadores que se obtienen de forma no
cruenta, no todas las EM presentan afectacion de los masculos, miocardio o cerebro y si
la tienen, puede no haberse desarrollado en el momento de la prueba diagnostica.

Sin embargo, para demostrar la presencia de hiperlactacidemia verdadera e iniciar el
diagnostico diferencial, si son Utiles las determinaciones de CPK, CoQ10 alfa-tocaferol,
urato, amonio, biotinidasa, alanina, y carnitina en plasma o suero ademas de un analisis
de acidos organicos y aminoacidos en orina (2).

Tabla 2: Biomarcadores incluidos en el diagnostico de enfermedades mitocondriales.

Marcador Muestra Utilidad diagndéstica de EM Problema
En las EM se suele encontrar acidosis
- L En el LCR puede estar
Lactato lactica para mantener la produccion de
ATP aumentado por otros
: - procesos como infecciones,
Plasma El aumento se interpreta como un . .
. convulsiones, ictus entre
o suero, | cambio del estado celular redox.
o otros.
LCR, Puede ayudar a distinguir entre patrones
. L La muestra puede alterarse
. orina bioguimicos de las EM entre las que L
Lactato/piruvato . C facilmente.
tienen las deficiencia de PDH o PC . -
. . Alteraciones hepéticas y del
donde esta normal o descendido. Y los e
, equilibrio &cido base suelen
defectos de los Cl y CIV donde esta . .
invalidar los resultados.
aumentado.
Primera fase del estudio permite Hay otros procesos que se
CK, CoQ10, alfa- confirmar presencia de manifiestan con una
Plasma , . . . . . . e
tocoferol, urato, hiperlactacidemia verdadera (2) hiperlactidemia como déficit
suero o
amonio, biotinidasa Acidemia lactica y aumento de CK de biotinidasa, acidemias
sugestivo de deficiencia de TK2. organicas...
. Plasma A .
AA (alanina, o suero Algunas cuantificaciones permiten
citrulina...) . orientar el diagnéstico diferencial. .
Orina Se necesita de un
Acidos organicos orina Determinar hiperacidemia verdadera. diagnostico previo de EM.
Carnitina (libre, Necesita de estudios
total y Plasma | Primera fase del estudio para determinar | complementarios.
Acilcarnitinas) osuero | el fenotipo bioquimico.
Cuerpos cetdnicos
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4.1.LACTATO, PIRUVATO Y EL RATIO LACTATO/PIRUVATO

El signo bioquimico fundamental de las EM es la hiperlactacidemia. La mayoria de los
defectos oxidativos de la mitocondria se caracterizan por un aumento en sangre o en el
LCR del lactato. Y se suele interpretar como un cambio del estado redox de la célula.
(23). Se asocia un aumento de la proporcion de lactato/piruvato con defectos de la CRM,
mientras que si ese ratio se encuentra normal o disminuido se asocia a defectos de la
piruvato carboxilasa (PC) o a un déficit de PHD.

Investigaciones alrededor de la deficiencia de PHD han encontrado que este ratio no
suele presentar un valor por encima de 25. En cambio, en las EM con afectacion de la
CRM es de més de 25 (24) y ese ratio se ha encontrado elevado en el plasma de los
pacientes y en los fibroblastos de la piel (23).

Pero ninguno de estos metabolitos es especifico. Se ven resultados alterados del lactato
en sangre o LCR cuando el paciente sufre convulsiones o cuando la muestra no
procesada de manera inmediata. Ademas, se sabe que en el LCR el lactato se acumula si
hay infecciones, infartos, inflamacién o convulsiones. Por lo que, por si solo no tiene
valor diagnéstico como biomarcador (11).

4.2.Cr/CPK

Las EM que se presentan con afectacibn muscular debida a una deficiencia en la
produccién de energia pueden presentar aumento de la secrecion de CK. De nuevo, no
sera especifico pero puede sumar en el diagnostico. En el trabajo de investigacion de
Shaham et al. (25), se hace referencia a los hallazgos sobre la secrecion de CK y
enfermedades de la CRM. Se aplic6 un perfil de 32 metabolitos, y su secrecion se vio
alterada si se inhibe la CRM en células musculares en cultivo. En el estudio, se observd
que la concentracion de Cr se elevaba en dos cohortes independientes de pacientes con
un resultado estadisticamente significativo. Resaltan que el resultado con la Cr era mas
significativo que sus resultados con lactato y alanina. Concluyen que la concentracién
de Cr y CK en sangre podria ser parte de una huella biolégica de EM para identificar
disfuncion mitocondrial (25).

Otro trabajo mas reciente, Steele et al. (12), sigue la misma linea de pensamiento:
lactato, CK, piruvato o lactato por si solos no sirven de diagndstico por su baja
sensibilidad y especificidad. Pero creen en el potencial de incluir estas moléculas en el
desarrollo de huellas biol6gicas como biomarcadores de EM y para valorar la
progresion de estas enfermedades (12).

Pero si que hay un beneficio al cuantificar CK en el caso de un deficit de timidina
quinasa 2 (TK2). El déficit de TK2 cursa con CK aumentada e hiperlactacidemia, por lo
que tras una primera determinacion de CK y lactato se puede determinar la timidina en
sangre para el diagnostico de MNGIE (2,11).
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4.3. AMINOACIDOS

La cuantificacion de aminoacidos por si sola no muestra una correlacion significativa
con las EM, pero si es Util para diferenciar entre distintas patologias (11). Cuantificar la
concentracion de citrulina puede identificar un MILS o MELAS y otros defectos
definidos.

Determinar un baja concentracion de citrulina, puede orientar hacia defectos del CV
debido a mutaciones en los genes ATPasa 6 y 8 relacionadas con NARP, MILS (26), o
con MELAS (27), entre otras EM.

Determinar una elevada concentracion de citrulina puede orientar méas hacia defectos de
la PC (28).

Como ninguno de ellos es un biomarcador sensible y especifico varios grupos de
investigacion se dedican a buscar nuevos biomarcadores.

4.4 CITOQUINAS

Las citoquinas FGF21 y GDF15 han aparecido recientemente en la investigacion de los
biomarcadores de EM (Kajiyama et al. (29); Suomalainen et al. (30); Davis et al. (31);
Kalko et al. (32); Fujita et al. (33); Yatsuga et al. (22)).

Se referencia por primera vez a FGF21 como posible biomarcador en el trabajo de
Suomalainen et al. (30), en el cual se analiz6 la concentracion en suero de FGF21 en 67
pacientes con trastornos neuroldgicos debidos a enfermedad mitocondrial (41 adultos y
26 nifios), 32 controles enfermos pero por una etiologia distinta a la mitocondrial y 74
controles sanos. Se encontré una elevacion en las concentraciones de FGF21 en los
sujetos enfermos con EM que se manifestaban con miopatias, resaltando un nivel
significativo superior a los biomarcadores convencionales (e.g. piruvato,
lactato/piruvato o CK) (30).

De manera preliminar en estudios de Suomalainen (14) y Soumalainen et al. (30),
FGF21 parecia correlacionarse con la progresion y severidad de la enfermedad
mitocondrial, pero esto no ha seguido apareciendo en otros trabajos con cohortes donde
individuos presentaban la mutacion m3243AG (34).

En las investigaciones de Lehtonen et al. (35), se describe FGF21 como biomarcador de
defectos de traduccion y mantenimiento del ADNmt y por deleciones primarias o0
secundarias que afecten al ADNmt que se manifiesten con clinica muscular. Parece que
FGF21 diferencia miopatias mitocondriales de las no mitocondriales. Con sus hallazgos
establecen que concentraciones de FGF21 y GDF15 elevadas se relacionarian con
miopatias mitocondriales y puede servir para el diagnéstico diferencial con otro tipo de
miopatias no mitocondriales. Esta estrategia podria ser util previamente a proceder a un
analisis mas cruento, como una biopsia muscular, o en caso de no disponer de un
laboratorio con capacidad para realizar andlisis genéticos (36). Pero segln sus
resultados, una concentracion normal de FGF21 no excluye el diagnostico de un defecto
estructural en la CRM (35).
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Sin embargo, FGF21 es un biomarcador controvertido adn en vias de investigacion.
Muchas de las desventajas del FGF21 estan siendo estudiadas, la mayoria hacen
referencia a que solamente se encuentra aumentado en EM con patologia muscular
activa. Otras desventajas estan relacionadas con el desconocimiento de su activacion y
funcion. Algunos autores han investigado la funcion antioxidante de FGF21. Planavila
et al. (18) establecen que FGF21 regula de manera autocrina genes involucrados en vias
antioxidantes para prevenir la formacion de especies ROS en el corazén (18). En otras
investigaciones se estudio la funcion de FGF21 durante el estrés celular y su posible
papel en la via ISR-ATF4. En la investigacion de Thiessen et at. (19), se encontr6é una
elevacion de FGF21 en suero durante situaciones de estrés en pacientes, que requerian
medidas de resucitacion, e.g. unidad de cuidados intensivos (UCI). En los pacientes en
UCI, graves, la concentracion de FGF21 en suero se encontraba elevada; cuando se
trataba la hiperglucemia que sufrian, FGF21 disminuia su concentracion. Estos efectos
se atribuyen a dafio mitocondrial y a una alteracién de la respuesta al estrés celular por
la via ISR-ATF4 (18). En otras investigaciones, estudian el papel de FGF21 como factor
protector contra la obesidad y la resistencia a la insulina a través de la via PERK-elF2a-
ATF4. Se ha observado que la metformina, un antidiabético oral, inducia estrés celular a
través de PERK—elF2alfa—ATF4 (37). También se esta estudiando la relacion de FGF21
con cancer, obesidad, enfermedad renal o diabetes (38).

Por otro lado, algunas investigaciones ponen en duda toda asociacion con FGF21 y la
reaccion de estrés mitocondrial. En sus investigaciones han encontrado que en la
reaccion mitocondrial al estrés de las células musculares no interviene FGF21 (21).

Aunque parece que FGF21 podria incluirse en la biohuella de EM, con la desventaja de
que s6lo podria identificar las EM con afectacion del musculo esquelético. No parece
servir para identificar pacientes con EM sin miopatia, donde FGF21 puede ser normal
(8). Ademas, debido a que se relaciona con una gran cantidad de procesos. No parece
ser un biomarcador especifico de EM, porque pierde precision. Y algunas
investigaciones lo descartan completamente. Todas las investigaciones estan de acuerdo
en que se necesitan de estudios con mayor nimero de pacientes.

GDF15 parece un biomarcador maéas especifico y sensible. Se propuso como
biomarcador de EM, por primera vez, en un articulo de investigacion de la deficiencia
timidina quinasa o TK2 humana en masculo esquelético (32).

Resultados de varias investigaciones lo sefialan como mejor biomarcador que FGF21
(22). En ese primer trabajo de Kalko et al. (32), sobre la deficiencia de TK2, atribuyen
que GDF15 parece servir de indicador de enfermedad mitocondrial sin tener en cuenta
el fenotipo de la misma, mientras que FGF21 lo encuentran mas sensible si las
manifestaciones musculares estan presentes (32).

En las investigaciones de Yatsuga et al.(22), se comparan los niveles en suero de
GDF15 y FGF21 en 48 pacientes con EM y 146 controles en Japon. Con sus medidas
establecen que el GDF15 puede ser un biomarcador sensible para el diagnostico y/o
monitorizacion de la progresion de EM en adultos y nifios. Y estar por encima en
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sensibilidad y especificad a FGF21. La combinacién de ambos biomarcadores podria
ser prometedora ya que la deteccion de ambos incrementa la precision individual de
cada uno como biomarcador (16).

En el estudio de Yatsuga et al (22), una de las limitaciones que sefialan de FGF21 es
que sus niveles de concentracion en plasma parecen verse alterados por caquexia en
nifios con progeria. Ademas, al no conocer por completo las funciones que desempefia
FGF21 en humanos, creen necesario conocer mas sobre su funcion para establecer
conclusiones méas fiables sobre su validez como biomarcador de EM (22). También
contemplan que GDF15 puede ser util para distinguir entre enfermedades con
manifestaciones clinicas parecidas a las EM, como neuritis dptica o encefalitis limbica.
(22). En sus datos han encontrado relacion cuantitativa entre la progresiéon o mayor
gravedad de la enfermedad con una mayor concentracion de GDF15 de los pacientes
que sufrian LS (Sindrome de Leigh). Estos pacientes estaban en cama y eran
alimentados con tubo. Otros pacientes con sintomas mas severos, similares a los del
sindrome de Leigh, mostraron niveles de concentracion de GDF15 y FGF21 también
mas elevados. Sus resultados sugieren que a mayor severidad de sintomas mayor es la
concentracion en plasma de GDF15 y FGF21. Establecen el siguiente ranking de
gravedad de mayor a menor gravedad: LS, MELAS/LS, MELAS, KSS y MELAS (22).

Esta correlacion con la severidad de la enfermedad también la establecen en el estudio
de Koen et al. (34), en el que se analizaba una cohorte de adultos portadores de la
mutacion A3243G en el ADNmt. Sin embargo, no encontraron que GDF15 se
relacionara con la progresion de la enfermedad. Por tanto, GDF15 no parece servir
como un biomarcador de progresion de enfermedad (34). En otro trabajo Fujita et al.
(33), se considera que podria estudiarse GDF15 para evaluar la respuesta a posibles
terapias nuevas para las EM (33).

De forma similar a FGF21, GDF15 parece un biomarcador mas adecuado para detectar
EM debidas a defectos de traduccién mitocondrial o de mantenimiento del ADNmt (35),
pues en los defectos de la CRM o los defectos relacionados con el mantenimiento de la
CRM muestran resultados inconsistentes, y ninguno de los dos parece ser especifico.

Aunque ambos parecen tener un papel en el futuro diagnéstico de las EM, de momento,
los estudios llevados a cabo no son suficientes como para poder utilizarlos en la practica
clinica. Su especificidad y sensibilidad deben ser probadas en futuras cohortes con
mayor nimero de pacientes (11).
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CONCLUSIONES

1-

Las enfermedades mitocondriales causadas por la disfuncion del sistema
OXPHOS presentan un gran problema a la hora del diagndstico y filiacion
correcta. Aungue la via metabdlica dafiada es comun, la heterogeneidad clinica 'y
genética hacen su diagnostico tan dificil. Incluso para expertos en la materia. Por
lo tanto, es de alta prioridad encontrar un biomarcador no invasivo con alta
especificidad.

Un método diagndstico facil, especifico y 1o menos cruento posible ayudaria a
los investigadores a la hora de clasificar a los pacientes para posibles ensayos
clinicos futuros en busca de tratamientos eficaces.

Si se tiene en cuenta la gran complejidad diagndstica, las investigaciones de
biomarcadores parecen inclinarse mas hacia la idea de formar una huella
biologia de enfermedad mitocondrial. Un conjunto de moléculas que identificase
de forma mas precisa las enfermedades mitocondriales. Para la formacion de esa
huella biolégica o biofirma se analizan tanto moléculas ya conocidas como
biomarcadores de enfermedad mitocondrial como nuevas moléculas.

Una elevacion del lactato medido en suero o en el LCR puede ser atil en una
primera fase cuando se sospecha de una enfermedad mitocondrial. Pero no es
especifico de las enfermedades mitocondriales. Un resultado negativo no
permite descartar el diagndstico. Y un resultado positivo necesita de pruebas
complementarias. No se ha encontrado ninguna fuente de informacion que no
pusiera en duda la precision del diagndstico con piruvato y lactato.

Las determinaciones de CPK, CoQ10 alfa-tocaferol, urato, amonio, biotinidasa,
alanina, y carnitina en plasma o suero ademas de un analisis de &cidos organicos
y aminodacidos en orina, permite confirmar la presencia de hiperlactacidemia
verdadera e iniciar diagndstico diferencial con otras entidades que pueden causar
hiperlactacidemia.

Aunqgue las determinaciones de piruvato, lactato, aminoacidos, acidos grasos en
orina no han demostrado que sirvan individualmente como biomarcador de
enfermedades mitocondriales tienen un valor potencial muy grande para formar
parte de una huella biologica de enfermedades mitocondriales.

La citoquina FGF21 podria formar parte de un grupo de biomarcadores o huella

bioldgica identificadora de enfermedades mitocondriales. Sin embargo, no es
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exclusivo de las enfermedades mitocondriales, ya que se ha encontrado elevado
en otros procesos como diabetes o céncer. No hay suficientes evidencias
cientificas en este momento para incluirlo en los protocolos de diagndstico como
biomarcador de enfermedad mitocondrial.

8- GDF15 puede ser util en el diagnostico diferencial de procesos sin deficiencia
mitocondrial con sintomas similares, como neuritis Optica. También seria Util
para formar una biohuella de enfermedades mitocondriales. Asi como para
cuantificar la severidad de la enfermedad mitocondrial.

9- Tanto FGF21 como GDF15 parecen tener mayor eficacia para detectar defectos
de traduccion mitocondrial o de mantenimiento del ADNmt, mas que en otros
defectos de la CRM. Por tanto, se podrian cuantificar conjuntamente y, si se
encuentran elevados, con otras sospechas y pruebas complementarias de
enfermedades mitocondriales, servirian para apoyar la decision de pedir pruebas
mas invasivas o que requieran de laboratorios genéticos experimentados en
enfermedades mitocondriales.

10- Actualmente, aunque FGF21 y GDF15 parecen mas sensibles y especificos que
otros biomarcadores en suero para enfermedades mitocondriales, las
investigaciones siguen necesitando cohortes de pacientes mas amplios para

aumentar su nivel de evidencia y poder incluirlos en el algoritmo diagndstico.
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ANEXOS

Tabla 2: Complejos de la CRM y sus constituyentes:

NO
COMPLEJO NOMBRE Genes Constituyentes Accidn
ADNmt
Cl NADH-CoQ 7 25 polipéptidos Oxidacion NADH
oxidorreductasa
Succinato CoQ . . Oxidacion sustratos
Cll oxidorreductasa Ninguno 5 polipeptidos FADHS?2 dependientes
QH2 citocromo ¢ . Oxidacion sustratos NADH
cil oxidorreductasa 1 11 subunidades y FADH2 dependientes
Citocromo c Transfiere equivalentes
Clv . 3 13 subunidades | reductores del Citocromo ¢
oxidasa .
al oxigeno molecular
2 subunidades Convierte gradiente
CVv ATP sintasa 2 14 volinéntidos transmembrana en energia
poipep (ADP pasa a ATP)

Tabla 3. Subunidades de los complejos de la CRM codificados en el ADN
mitocondrial.

ADN mitocondrial

cl Ubiquinona oxido-reductasa: (siete subunidades ND1, 2, 3, 4L, 5, y 6 del
dinucle6tido de nicotinamida y adenina reducido o NADH)
CIHll | Citocromo 6xido-reductasa (cyt b)
CIV | Tres subunidades en el complejo citocromo c oxidasa (CO I, I, 111)
CV | 2 subunidades en CV, ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8)

NADH: dinucle6tido de nicotinamida y adenina reducido. CoQ: ubiquinona. QH2: ubiquinol.
FADH: flavin adenin dinucleétido reducido. ATP: adenosin trifosfato de adenosina. ADP:

adenosin difosfato de adenosina.
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Figura 4. Mapa genético del ADN mitocondrial. Imagen obtenida de Solano A et al. (3):
Representacion de las dos hebras del ADN con los genes que codifican: ARNr(12s y16s), ARNt.
Sefialados con la abreviatura del aminoécido que transportan, y secuencias codificadoras de
proteinas (CO: subunidades citocromo ¢ oxidasa; cyt b: Citocromo b y ND: subunidades de
NADH deshidrogenasa).

H1, H2 y L indican los lugares de iniciacion de la transcripcion de las hebras pesada y ligera,
respectivamente.

Ohy Ol simbolizan los origenes de replicacion de la cadena pesada y ligera.

Tabla 4. Defectos del metabolismo de las enfermedades mitocondriales:

Clasificacion de las EM por defectos del metabolismo energético.

Defectos de la oxidacion de los &cidos grasos.
Defectos del metabolismo del piruvato:
- Déficit del piruvato carboxilasa (PC).
- Déficit del piruvato deshidrogenasa (PDH).
Defectos del ciclo de Krebs.
Defectos en el acoplamiento oxidacion-fosforilacion.
- Deficiencia del complejo V (ATP sintetasa).
Defectos de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM):
- Déficit de complejos 1-V
- Deficiencia primaria de coenzima Q10
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Clasificacion genética de las enfermedades mitocondriales:

Tabla 5. Clasificacion de alteraciones en el ADNmt

ADN mitocondrial alterado

Genes afectados

Enfermedad

Mutaciones en
ARNr

Sordera provocada por aminoglucésidos
Sordera neurosensorial

Mutaciones en
ARNt

Miocardiopatia hereditaria de forma materna
Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y accidentes
cerebrovasculares (MELAS)

Epilepsia miocldnica con fibras rojas rasgadas (MERRF)
Diabetes y sordera con herencia materna

Encefalopatia oftalmoplejia externa progresiva (CPEO)

Mutaciones en
subunidades de
la OXPHOS

Neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHOH)
Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentaria (NARP)

Deleciones

Sindrome de Kearns-Sayer (KSS)
Pearson oftalmoplejia externa progresiva cronica (CPEO)

Duplicaciones

Miopatia ocular y diabetes mellitus y sordera

Tabla 6: Clasificacion de alteraciones ADNnN:

ADN nuclear alterado

Genes afectados

Enfermedad

Subunidades de la
OXPHOS

Sindrome de Leigh
Cardioencefalomiopatia

Atrofia dptica y ataxia

Leucodistrofia y epilepsia mioclonica

Proteinas que

transfieren moléculas | Sindrome de distonia-sordera

en la mitocondria

Factores de
ensamblaje de las
subunidades de la
OXPHOS

Sindrome de Leigh

Insuficiencia hepatica y encefalopatia
Tubulopatia, insuficiencia hepatica y encefalopatia
Encefalopatia

Oftalmoplejia externa progresiva

Control del ANDmt Encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial

Sindrome de deplecion del ANDmt con miopatia

Sintesis de protein
fosfolipidos
estructurales
mitocondriales

asy
Sindrome de Barth OXPHOS: fosforilacion oxidativa
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Tabla 7. Principales signos, sintomas y sindromes en relacion con la edad:

RN 6 prenatal- 1 mes—1afo | 1afo- 10 afios 10 afios- 20
1 mes afnos
Sintomas / Convulsiones Convulsiones Convulsiones Convulsiones
signos principales Debilidad Debilidad Debilidad
miopatica miopatica miopatica
(Cualquiera Defecto crecimiento Defecto Defecto
puede ser el de crecimiento crecimiento
presentacion) Retraso Retraso
psicomotor psicomotor
(Aislados 0 Intolerancia Intolerancia
combinados en ejercicio ejercicio
distintas Hipoacusia Hipoacusia
asociaciones) neurosensorial neurosensorial
Hipotonia central o
periférica
Encefalopatia
Miocardiopatia Miocardiopatia Miocardiopatia
Insuficiencia
hepaética
Trastorno Trastorno Trastornos
hematolégico hematoldgico hematoldgico
Trastorno Trastornos Sindrome de
alimentario gastrointestinal malabsorcion

Dismorfia facial
Hipoventilacion
Apneas
Microcefalia
Ptosis palpebral

Alteraciones

Ptosis palpebral

oculares
Oftalmoplejia Oftalmoplejia
Retinitis Retinitis
pigmentaria pigmentaria
Atrofia éptica
Regresion Regresion
neurologica neuroldgica
Ataxia Ataxia
Disfuncion
neurologica
intermitente
Diabetes
Otros trastornos
endocrinos
Coma
Migrafa
Sindromes Leigh MERRF CPEO
principales MILS MELAS LHON
Alpers KSS MERRF
Pearson NARP MELAS
Déficit benigno | MNGIE Kearns-Sayre
delaCIT-C CPEO MNGIE
oxidasa Pearson NARP
Miopatia Leigh

Miocardiopatia
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Leigh: encefalopatia necrosante subaguda. MILS: Sindrome de Leigh con herencia materna. Alpers:
Poliodistrofia con crisis convulsivas recalcitrantes. MERRF: Encefalopatia mioclénica con RRF. MELAS:
Encefalopatia mitocondrial con acidosis lactica y accidentes vasculares cerebrales. KKS: Sindrome
Kearns-Sayre: Oftalmoplejia externa progresiva, retinitis pigmentaria y al menos un sindrome cerebelosos,
hiperproteinorraquia o bloqueo cardiaco con inicio de los 20 afios. NARP: neuropatia sensitivo-motora,
ataxia y retinitis pigmentaria. MNGIE: neuropatia gastrointestinal mitocondrial con encefalopatia. CPEO:
oftalmoplejia externa progresiva con o sin ptosis palpebral. Pearson: anemia sideroblastica, neutropenia,
trombopenia e insuficiencia pancreatica exdcrina. LHON: atrofia 6ptica hereditaria de Leber.
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INDICE DE ACRONIMOS:

EM: Enfermedades mitocondriales.
CRM: cadena repiratoria
mitocondrial.

Sistema OXPHOS: Fosforilacién
oxidativa.

ATP: adenosintrifosfato.
NADH/NAD: dinucle6tido de
nicotinamida y adenina forma
reducida/ Forma oxidada.
FADH2/FAD: flavin adenin
dinucledtido forma
reducida/oxidada.

CoQ: coenzima Q.

Cyt c: Citocromo ¢

DHO-CoQO: dihidroorotatoCoQ
oxidorreductasa.

ETF-CoQO: flavoproteina
transportadora de electrones-CoQ
oxidorreductasa.

ANT: translocador de nucle6tidos
de adenina.

ADNmMmt: acido desoxirribonucleico
mitocondrial.

ADNDNR: acido desoxirribonucleico
nuclear.

Cyt b: Citocromo b.

ND: subunidades de NADH
deshidrogenasa.

CO: subunidades citocromo ¢
oxidasa.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

ARNL: acidos ribonucleicos de
transferencia.

ARNTr: acidos ribonucleicos
ribosémicos.

LHON: atrofia dptica hereditaria de
Leber.

MELAS: Encefalopatia
mitocondrial con acidosis lactica y
accidentes vasculares cerebrales.

MILS: Sindrome de Leigh con
herencia materna.

NARP: neuropatia sensitivo-motora,
ataxia y retinitis pigmentaria

Leigh: encefalopatia necrosante
subaguda

KKS: Sindrome Kearns-Sayre:
MNGIE: neuropatia gastrointestinal
mitocondrial con encefalopatia.
EEG: electroencefalograma.

EMG: electromiograma.

TC: tomografia computerizada.
RM: resonancia magnética.

LCR: liquido cefalorraquideo.
AOQ: 4cidos organicos en orina.
Cr: Creatina.

CK: creatinin quinasa.

PCr: Fosfocratina.

PDH: Piruvato deshidrogenasa.
CoQ10: coenzima Q10.

ETF: flavoproteina transportadora
de electrones.

ETF-DH: ETF deshidrogenasa.
AA: Aminoécidos.

FGF21: Factor de crecimiento
fibroblastico 21.

ISR-ATF4: Via metabdlica de la
mitocondria de respuesta integral al
estrés.

ATF4: Factor de transcripcion
activador 4.

GDF15: Factor de diferenciacion de
crecimiento 15.

PC: piruvato carboxilasa.

TK2: tiamidina quinasa 2.

MERRF: Encefalopatia mioclénica
con RRF

CPEO: oftalmoplejia externa
progresiva con o sin ptosis palpebral
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