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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién: Las enfermedades mitocondriales representan un grupo de trastornos multisis-
Recibido el 5 de septiembre de 2012 témicos, que frecuentemente incluyen disfuncién del sistema nervioso central y periférico
Aceptado el 6 de octubre de 2012 entre sus manifestaciones, causados por diversas mutaciones localizadas tanto en el
On-line el 30 de noviembre de 2012 genoma mitocondrial como en el nuclear. La amplia variabilidad observada en su expresién

clinica y la amplitud etiopatogénica complica su diagndstico molecular.

Palabras clave: Objetivos: Presentar un algoritmo diagnéstico que permita seleccionar la secuencia de estu-
Trastornos mitocondriales dios moleculares que pueden realizarse en la individualizacién diagnéstica molecular de
Genética mitocondrial los trastornos mitocondriales con manifestaciones en el sistema nervioso.

Defectos de 1a fosforilacién Desarrollo: La aproximacién diagnéstica de los trastornos mitocondriales puede simplifi-
oxidativa carse si se contestan en forma secuencial 3 preguntas. sCudl es la probabilidad de que mi

paciente tenga un trastorno mitocondrial? Utilizando criterios diagnésticos e indices de sospe-
cha de enfermedad mitocondrial puede estimarse la probabilidad de que la presentacién
clinica y los resultados de algunos estudios complementarios correspondan a un trastorno
mitocondrial. Si tengo esta sospecha, stiene mi paciente una presentacion sindromdtica cldsica?
Si mi paciente presenta hallazgos caracteristicos de sindromes mitocondriales clasicos, el
orden de estudios moleculares por ser solicitados puede considerarse relativamente esta-
blecido. Si no tiene presentacién sindromatica, ses un defecto aislado de la cadena respiratoria?
En esta situacioén, los resultados de pruebas bioquimicas de funcionamiento de los distin-
tos complejos de la cadena respiratoria dirigira la sistematologia de pruebas moleculares
solicitadas.

Conclusiones: La respuesta a estas 3 preguntas permitird sistematizar y dirigir el orden y
extensién de las pruebas moleculares necesarias para la individualizacién diagndstica mole-

cular de los trastornos mitocondriales.
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Three questions and one answer: molecular diagnostic algorithm in
mitochondrial disorders

ABSTRACT
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Introduction: Mitochondrial disorders are a group of multisystemic diseases that frequently
show central and peripheral nervous system compromise, caused by several mitochondrial
and nuclear genome mutations. Diverse and heterogeneous clinical presentations along a
broad group of molecular causes make complex its diagnosis.

Objectives: To present a diagnostic algorithm useful in the decision of which molecular test
could be ordered in the molecular diagnosis of mitochondrial disorders manifesting in the
nervous system.

Main Concepts: Mitochondrial disorders diagnostic’s approach could be simplified if three
questions are sequentially answered. Which is the probability that my patient have a mitochon-
drial disorder? Using diagnostic criteria and suspicion indexes, a probability of mitochondrial
pathology could be estimated from clinical symptoms and complementary tests results. If
I think my patient has a mitochondrial disorder, does he show a classical presentation corres-
ponding to a well-described syndrome? The group of molecular tests to be ordered in patients
showing classical presentations could be considered well established. If not, does he suffer
from an isolated defect of one subunit of the respiratory chain complex? The results obtained from
biochemist tests assessing the function of each subunit of the respiratory complex must
direct the molecular tests to be ordered.

Conclusions: The answers to these three questions let systematize and direct the molecular
diagnostic approach of mitochondrial disorders.

© 2012 Sociedad Neurolégica Argentina. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights

reserved.

Cémo ha sido la evolucién de los organismos eucariotas
en general y de sus mitocondrias en particular es una pre-
gunta importante de la biologia evolutiva que no posee una
respuesta definitiva todavia®. Tradicionalmente se acepta que
las mitocondrias son un resabio evolutivo de una bacteria
endosimbiética perteneciente al grupo de las alfaproteobac-
terias, ancestros de Escherichia y Neisseria, representando una
huella de la transicién procariota-eucariota en la historia
de la vida?. Sin embargo, la presencia en nuestros genomas
de multiples genes originarios de distintas especies bacte-
rianas permite cuestionar la validez absoluta de esta teoria
monobacteriana3.

De todos modos, el presente de nuestras células euca-
riotas muestra que coexisten 2 genomas, el nuclear y el
mitocondrial®. Diversos trastornos del sistema nervioso cen-
traly periférico -pleomérficos en sus manifestaciones clinicas-
estdn causados por mutaciones en el genoma mitocondrial®.
El genoma mitocondrial estd formado por 16.569 pares de
bases que codifican distintos ARN de transferencia y ribo-
somales funcionantes en la transcripcién de 13 proteinas
constituyentes de la cadena respiratoria. Ademds de la
presencia de un cédigo genético independiente, la gené-
tica mitocondrial es particular por la transmisién exclusiva
matrilinea y la presencia de mutaciones patogénicas en hete-
roplasmia (coexistencia en distintas proporciones de genomas
mitocondriales con variantes en su secuencia) dependiente
del tejido®. Precisamente las particularidades de la hetero-
plasmia, asi como la relativa gran extensién nucleotidica por
ser analizada, dificultan técnicamente el diagndstico molecu-
lar de los trastornos mitocondriales’. Por otro lado, el niimero
creciente de enfermedades del sistema nervioso consecuen-
cia de una disfuncién mitocondrial causadas por mutaciones

en genes codificados en el ntcleo complica ain mas la apro-
ximacién diagnéstica en esta area®.

A continuacién presentaré un enfoque diagnéstico secuen-
cial mediante la respuesta a 3 preguntas que intentara servir
como una recomendacién practica para el diagnéstico de
los trastornos mitocondriales que tienen como manifestacién
sintomas del sistema nervioso.

¢Cual es la probabilidad de que mi paciente
tenga un trastorno mitocondrial?

Como sucede con otros trastornos de la neurologia, existen cri-
terios diagnésticos o escalas de probabilidad diagnéstica que
han sido desarrollados con el objetivo de establecer grados de
certeza o posibilidad de la existencia de una disfuncién mito-
condrial como la etiologia de la sintomatologia experimentada
por el paciente asistido. En la figura 1 se presenta una versién
resumida de la escala de Wolf modificada®. Puede observarse
que la suma de signos y sintomas indicativos de afectacién
muscular, del sistema nervioso central y multisistémica y
los hallazgos en las pruebas bioquimicas e histopatolégicas
permite estratificar la probabilidad diagnéstica de una ence-
falomiopatia mitocondrial.

Entre los sintomas de afectacién muscular, destacan la
afectacién oculomotora y la intolerancia al ejercicio; la afec-
tacién del sistema nervioso central frecuentemente incluye
sintomas como ataxia, crisis epilépticas, mioclonias junto
a pérdida de pautas madurativas y fendmenos stroke like;
caracteristicamente otros sistemas se ven afectados con sin-
tomatologia que indica disfuncién cardiaca, pancreética, renal
y auditival®-13,
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l. Signos y Sintomas Clinicos (1 punto por sintoma, Maximo 4 puntos)
Afectacion Muscular (max 2 puntos)

Oftalmoplegia*

Facies miopatica

Intolerancia al ejercicio

Debilidad Muscular

Rabdomiolisis

EMG patoldgico

Il. Estudios Complementarios (Maximo 4 puntos)
Aumento de Lactato*

Aumentado cociente Lactato/Piruvato

Aumento Alanina*

Aumento Lactato en LCR*

Aumento Alanina en LCR*

Aumento proteinas en LCR

Aumento excrecién Acidos tricarboxilicos en orina*
Aciduria Etilmalénica

Imagenes compatibles con Stroke -like en IRM
Imégenes compatibles con Leigh en IRM*
Aumento de Lactato en Espectroscopia por RMN

1ll. Histopatologia (Maximo 4 puntos)

Afectacion SNC (Max 2 puntos)
Retraso Madurativo

Pérdida de Pautas Madurativas
Episodios Stroke-like

Migrafa

Convulsiones

Mioclonias

Ceguera Cortical

Signos Piramidales

Signos Extrapiramidales
Afectacion Tronco Encéfalo

Afectacion Multisistémica (Max 3 puntos)
Afectacion Hematoldgica

Disfuncién Gastrointestinal

Disfuncién Endocrinolégica

Afectacion Cardiaca

Afectacion Renal

Hipoacusia

Neuropatia

Recurrencia Familiar

Fibras rojo-rasgadas** (mas del 2% en sujetos de 30 a 50 afios y cualquier nimero en

menores de 30)

Fibras COX negativas** (mas del 2% en menores de 50 afios)
Reduccion en tincion COX**

Reduccién en tinciéon SDH

Vasos positivos para SDH

Mitocondrias anormales en la Microscopia Electrénica

Total: 1 punto, desorden mitocondrial poco probable; 2 a 4 puntos, desorden mitocondrial posible; 5 a 7 puntos, desorden
mitocondrial probable; 8 a 12 puntos, Desorden mitocondrial definido.
*Estos hallazgos suman 2 puntos cada uno **Estos hallazgos suman 4 puntos cada uno

Figura 1 - Criterios de probabilidad de disfuncién mitocondrial a partir de datos clinicos y de estudios complementarios.

Modificada de Wolf et al.®.

Algunos hallazgos en las pruebas bioquimicas permiten
incrementar la sospecha de enfermedad mitocondrial: eleva-
cién de los niveles séricos y en LCR de 4cido lactico, aumento
en los niveles de alanina en la cromatografia de aminodacidos
y aumento en la excrecién de dcidos organicos como el etil-
malénico en la orinal®1>. Por otro lado, los aumentos en los
niveles de 4cido lactico en el sistema nervioso central tam-
bién pueden observarse por medio de la espectroscopia por
RM6,

Finalmente, la histopatologia del tejido muscular consti-
tuye uno de los principales métodos complementarios para el
enfoque diagnédstico de la enfermedad mitocondrial. Hallaz-
gos caracteristicos son las fibras rojo rasgadas y la disminucién
de la actividad oxidativa COX y SDH junto a la presencia
de acumulaciones mitocondriales subsarcolemales y alte-
raciones en la morfologia mitocondrial en la microscopia
electrénical’.

La suma de los signos y sintomas junto a los hallazgos en
los estudios complementarios permite obtener una puntua-
cién total en la escala de Wolf modificada. Cuanto mayor es
esta puntuacién, mayor resulta ser la probabilidad de disfun-
cién mitocondrial como etiologia del trastorno asistido.

¢Tiene mi paciente una presentacion
sindromatica clasica?

Pese a la frecuente heterogeneidad sintomdtica y gené-
tica de la enfermedad mitocondrial, existen sindromes bien
reconocidos que permiten seleccionar y dirigir la solicitud de

pruebas moleculares diagnésticas de los trastornos mitocon-
driales.

MELAS

Este sindrome, originalmente descrito por Pavlakis et al.’8,
presenta como manifestacién neurolégica mas frecuente la
aparicién de fendémenos stroke-like en los cuales sintomatolo-
gia deficitaria focal se acompaia de lesiones hiperintensas,
generalmente parietooccipitales, en las imagenes por RM sin
un clarorespeto de un territorio vascular y que evolutivamente
no resultan persistentes’®. Otras manifestaciones prevalentes
en este sindrome son la hipoacusia neurosensorial, la dia-
betes, el deterioro cognitivo, la baja talla y la migrana®. En
la mayoria de los pacientes que presenten este sindrome,
una mutacién en la posicién 3243 del genoma mitocondrial
correspondiente al gen codificante del ARN de transferencia
para leucina en distintos niveles de heteroplasmia tisular es
la causa del trastorno?'. Los niveles de heteroplasmia suelen
ser menores en los tejidos de alto recambio como el sangui-
neo, y en consecuencia la bisqueda de esta mutacién debe
hacerse preferentemente en tejidos de menor recambio como
el musculo o el epitelio vesical (sedimento de orina)??.

MERRF

Este sindrome, originalmente descrito por Fukuhara et al.?3,
presenta como manifestacién neurolégica mas frecuente el
desarrollo de una epilepsia mioclénica progresiva junto a
otras manifestaciones indicativas de disfuncién mitocondrial:
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hipoacusia, miopatia, neuropatia y demencia®*. Ademas, se
ha descrito la presencia de lipomas axiales? y sintomas psi-
quiétricos en pacientes afectados por este sindrome?®. La
mutacién mas frecuentemente causante de MERRF es la susti-
tucién de una adenina por una guanina en la posicién 8344 del
genoma mitocondrial, codificante del ARN de transferencia
para lisina?. Los niveles de heteroplasmia de esta muta-
cién también muestran heterogeneidad tisular, aunque esta
mutacién particular puede detectarse en sangre con mayor
sensibilidad que otras?®.

Oftalmoplejia externa crénica progresiva y sindrome de
Kearns- Sayre

La oftalmoplejia externa crénica progresiva (CPEO) y el
sindrome de Kearns-Sayre (SKS) caracteristicamente mues-
tran compromiso de la motilidad ocular externa: ptosis y
oftalmoplejial®. Un comienzo antes de los 20 afios de edad
y la presencia de retinopatia pigmentaria junto a la variable
aparicién de trastornos en la conduccién cardiaca, hiperpro-
teinorraquia y ataxia, definen al SKS*. Ademas, los pacientes
afectados por estos sindromes pueden mostrar otra sin-
tomatologia caracteristica de disfuncién mitocondrial, ya
mencionadas en los parrafos precedentes. La mayoria de los
sujetos afectados por CPEO y SKS presentan como causa una
delecién de 4,9 kb en el genoma mitocondrial®. Esta dele-
cién no puede ser determinada en muestras provenientes
de sangre, requiriéndose tejido muscular para el diagnéstico.
La mayoria de los sujetos afectados por estos sindromes y
con esta alteracion estructural en el genoma mitocondrial
no presentan riesgo de recurrencia familiar®!. Sin embargo,
definitivamente existen formas familiares de CPEO. Cuando
el andlisis del familigrama muestra un patrén de herencia
indicativo de afectacién autosémica, dominante mas frecuen-
temente y recesivo en menor medida, debe analizarse la
secuencia de los genes PEO1, TKy POLG32. En cambio, un fami-
ligrama indicativo de herencia materna debe llevar al anélisis
de la secuencia completa del genoma mitocondrial®3.

Neuropatia dptica hereditaria de Leber

La neuropatia éptica hereditaria de Leber (LHON) caracteris-
ticamente se presenta como una pérdida aguda-subaguda e
indolora de la agudeza visual en sujetos jovenes. Frecuente-
mente afecta a ambos nervios épticos en forma secuencial
en un lapso de 2 meses y en una proporcién de 4:1 afecta
maés comunmente a los hombres que a las mujeres®*. El fondo
de ojo suele mostrar la presencia de telangiectasias peripa-
pilares, microangiopatia y tortuosidad vascular®. La mayor
parte de los casos son causados por la mutacién 11778 G> A en
el genoma mitocondrial en homoplasmia®®. En consecuencia,
una muestra de sangre es suficiente para realizar el diagnés-
tico.

Neuropatia con ataxia y retinitis pigmentaria y sindrome
de Leigh causado por mutaciones en el ADN mitocondrial

La neuropatia con ataxia y retinitis pigmentaria (NARP) y el
sindrome de Leigh causado por mutaciones en el ADN mito-
condrial, habitualmente causados por el mismo defecto en

el genoma mitocondrial, representan un espectro de severi-
dad en el grado de afectacién del sistema nervioso central y
periférico®. Presentan en comun el habitual agravamiento o
desencadenamiento de la sintomatologia en asociacién con
una infeccién viral®®. La presencia de retinitis pigmentaria y
neuropatia sensitiva define al sindrome NARP, mientras que
un compromiso mas severo con afectacién del sistema ner-
vioso central (encefalomielopatia necrosante), manifestado
sintomdaticamente por movimientos anormales y regresién en
las pautas madurativas, junto a caracteristicas alteraciones en
los ganglios de la base en las imagenes por RM en los pri-
meros 3 afos de la vida, definen al sindrome de Leigh®. La
mayoria de los sujetos que presentan NARP y un 10-20% con
sindrome de Leigh tienen mutaciones en el gen MT-ATP6 en el
genoma mitocondrial, siendo el cambio en la posicién 8993 el
mas prevalente?0,

Sindrome de ataxia y neuropatia (ataxia neuropathy
spectrum). Ataxia sensitiva-epilepsia mioclénica

Distintos pacientes han sido descritos en los que se com-
bina la presencia de una neuropatia severa generalmente
sensitiva con caracteristicas similares a las descritas en las
ganglionopatias dorsales y que sintomaticamente se expre-
san de manera predominante como un trastorno atdxico?!
junto a una epilepsia mioclénica*? y, en muchos casos, crisis
migrafosas recurrentes y disfuncién hepatica®?. Estos sindro-
mes de curso progresivo y herencia autosémica recesiva han
recibido distintas denominaciones en el pasado. Sin embargo,
considerando que comparten como etiopatogenia la presencia
de mutaciones en POLG, actualmente son identificados como
trastornos relacionados con POLG*443.

Si no tiene presentacién sindromatica, ses un
defecto aislado de la cadena respiratoria?

Los defectos aislados de alguno de los componentes de la
cadena respiratoria suelen tener una presentacién clinica més
agresiva y comienzo en los primeros anos de vida. Habitual-
mente se manifiestan como una encefalomiopatia con o sin
los hallazgos imagenoldgicos caracteristicos del sindrome de
Leigh, como una insuficiencia hepatica, una miocardiopatia
o la combinacién de la afectacién de estos sistemas?®. Sin
embargo, han sido descritos de forma reiterada casos que han
mostrado una presentacién mas indolente en la edad adulta®’
y que, clinicamente, manifestaban ataxias progresivas, mio-
patias y/o intolerancia al ejercicio®®. En particular, debe ser
tenido en cuenta que en aquellos pacientes con déficit pri-
marios de CoQ10 (véase mds adelante) la inica manifestacién
sintomadtica puede ser la de una ataxia crénica y progresiva
de comienzo mas frecuentemente en la primera década de
la vida, sin otros elementos clinicos que permitan diferen-
ciarla de la extensa lista de entidades que también pueden
expresarse como un trastorno crénico del equilibrio, razén
por la que se recomienda la prueba supletoria terapéutica (y
eventualmente diagnéstica) con coenzima Q10 en todos los
pacientes con ataxias crénicas de etiologias no aclaradas®.
Ademas, pueden resultar utiles de mencién algunos elemen-
tos diferenciales de la intolerancia al ejercicio causada por
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Figura 2 - Algoritmo de seleccién de estudios moleculares para el diagnéstico etiopatogénico de la enfermedad
mitocondrial con manifestacién en el sistema nervioso. Adaptada de Wong et al.5! y McFarland et al.52.

disfuncién mitocondrial en comparacién con similar sintoma-
tologia secundaria a glucogenosis: ausencia de fenémeno de
«segundo aire», mialgias sin calambres musculares, lactacido-
sis y reducido consumo méaximo corporal de oxigeno°.

El enfoque diagnéstico de los pacientes con sospecha de
déficit aislados de la cadena respiratoria debe ser dirigido
a partir de la confirmacién e individualizacién del o de los
complejo/s alterado/s mediante la realizacién de pruebas
bioquimicas funcionales en el tejido clinicamente mas afec-
tado (por ejemplo, musculo, higado, miocardio, etc.)°!. Este
estudio funcional permitird discriminar entre una de 3 posi-
bilidades: un defecto aislado de un complejo de la cadena
respiratoria; un defecto del tdndem 1-111 o 1-111, y multiples
defectos de la cadena respiratoria.

Ante la presencia de un defecto aislado del complejo 1
deben buscarse mutaciones en los genes NDUFS1, NDUFS2,
NDUFS3, NDUFS4, NDUFS5, NDUFS6, NDUFS8 NDUFV1 y
NDUFV1°2, Los defectos aislados del complejo 11 suelen ser

consecuencia de mutaciones en los genes SDHA, SDHB, SDHC
y SDHD>3>#4, Mutaciones en los genes TTC19, UQCRQ y BCS1L
provocan disfuncién aislada del complejo 1n1°°, mientras que
defectos aislados del complejo 1v suelen ser consecuencia de
mutaciones en SURF1, SCO1, SCO2, COX10 y COX15°¢. Mucho
menos frecuentes son los defectos aislados del complejo v
causados por mutaciones en ATP12 y TMEM70>’. Cuando las
pruebas funcionales indican la presencia de disfuncién de
los complejos 1-111 0 11-111, deben considerarse fuertemente los
déficit primarios de coenzima Q10 (potencialmente reversi-
bles con su suplementacién oral), debiendo confirmarse esta
sospecha diagnéstica mediante la determinacién de su con-
centracién en tejido muscular?® y la busqueda de mutaciones
en ADCK3, COQ2 y COQ8°8. La evidencia de multiples defectos
en la cadena respiratoria debe hacer considerar que el defecto
genético mas probablemente se encuentra en el genoma mito-
condrial, debiendo proseguirse el algoritmo diagnéstico con
la secuenciacién completa del genoma mitocondrial®® o, por
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el contrario, de estar en presencia de multiples deleciones
del genoma mitocondrial o de deplecién mitocondrial, la bus-
queda molecular debe orientarse a mutaciones en los genes
nucleares POLG, PEO1, TK2 y TYMP, entre otros®C.

Algoritmo diagnéstico

Una vez contestadas las 3 preguntas del enfoque diagnés-
tico presentado, puede seguirse una aproximacién ordenada
y secuencial de solicitud de pruebas moleculares cuyo gra-
fico se muestra en la figura 2 (adaptada de Wong et al.%! y
McFarland et al.%?) que podra permitir la individualizacién del
defecto molecular subyacente a la frecuentemente heterogé-
nea y compleja presentacién clinica observada. No obstante
ello, en un porcentaje significativo de los casos con diagnos-
tico clinico-patolégico de disfuncién mitocondrial no podra
individualizarse el defecto molecular causante debido a que
este aun es desconocido en la literatura cientifica o la pre-
sentacién clinica es lo suficientemente atipica como para no
corresponder a la sistematologia propuesta®->.

Avances en el diagnéstico molecular de los
trastornos mitocondriales

Entre los avances de la genética molecular se incluye el des-
arrollo de las nuevas metodologias de secuenciacién genémica
que han posibilitado la obtencién de un vasto volumen de
informacién a un significativo menor coste®. La disponibili-
dad de estas nuevas tecnologias estd significando un cambio
paradigmatico en los enfoques clasicos utilizados en la inves-
tigacién y el diagndstico de los trastornos hereditarios. Es asi
como resulta factible el escrutinio simultdneo de la secuen-
cia completa de miles de genes codificantes de proteinas de la
cadena respiratoria junto a la del genoma mitocondrial a par-
tir de una Unica muestra biolégica y a una fraccién del coste
que el anélisis tradicional de unos pocos genes requiere®*.
El Ultimo tiempo mostré distintos ejemplos de la aplicacién
de estas metodologias en el diagnéstico de los trastornos
mitocondriales. Nosotros probamos la alta sensibilidad de la
pirosecuenciacién masiva en la deteccién de mutaciones en
bajos niveles de heteroplasmia en el diagnéstico de MELAS a
partir de una muestra sanguinea®. Calvo et al.®® analizaron
la secuencia de 1.034 genes implicados en el funcionamiento
mitocondrial junto al genoma completo mitocondrial en 42
pacientes afectados de trastornos de la cadena respiratoria,
pudiendo lograr la individualizacién diagnéstica molecular en
mas del 50% de los casos. Necesariamente el enfoque diagnos-
tico molecular de la enfermedad mitocondrial esté llamado a
modificarse en el futuro cercano.
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