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Abreviaturas

A: adenina

ATP: adenosin trifosfato

EEG: electroencefalograma

EMG: electromiograma

G: guanina

HIC: hipertension intracraneal

ID: indetectable

KSS: sindrome de Kearns-Sayre

LHON: neuropatia éptica hereditaria de Leber

MELAS: encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a

apoplejia

MERF: Sindrome de epilepsia mioclénica con fibras rojo-rasgadas
MIDD: diabetes de herencia materna con sordera
MILS: Sindrome de Leigh de herencia materna
mtDNA: DNA mitocondrial

NARP: Neuropatia, ataxia y retinopatia pigmentaria
NDNA: DNA nuclear

NE: no estudiado

OXPHOS:

RMN: resonancia magnética nuclear

tRNA: RNA de transferencia

TC: tomografia computerizada.




Resumen

Las enfermedades mitocondriales son patologias causadas por mutaciones
producidas en la cadena respiratoria, la cual se encuentra situada en la
mitocondria. Esto se traduce en un déficit en la sintesis de energia en forma de
ATP vy, por tanto, en enfermedades de caracter multisistémico pudiendo
aparecer desde la infancia hasta la edad adulta, en una poblacion
aparentemente sana. Este trabajo se ha centrado en el sindrome MELAS
(miopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a apoplejia), la
cual es la patologia mas frecuente dentro de estas “enfermedades raras”. Este
sindrome estd causado en un 80% de los casos por una transicién de los
nucleodtidos A a G producida por una mutacion puntual en la posicion 3243 del
DNA mitocondrial que codifica el gen tRNA de Leucina. Clinicamente se
caracteriza por manifestaciones neurolégicas incluyendo convulsiones,
encefalopatia y episodios similares a apoplejia ademas de otras
manifestaciones secundarias también frecuentes, como baja talla, migrafia,

sordera, diabetes, intolerancia al ejercicio o patologia psiquiatrica.

Debido a la heterogeneidad que muestra este sindrome, se ha explicado las
caracteristicas genéticas presentes en las mitocondrias, teniendo en cuenta el
tipo de herencia y los conceptos de poliplasmia, segregacion mitotica,
heteroplasmia y efecto umbral para asi poder entender de forma mas precisa el

porqué de los patrones tan complicados que sigue esta enfermedad.

Se han estudiado 8 familias recogiendo los sintomas o ausencia de ellos que
presentan sus miembros. Con ello, se ha querido buscar una relacion entre el
fenotipo patolégico de estos pacientes y la existencia de mayor gravedad en

sus sintomas relacionado con el porcentaje de DNA mitocondrial mutado.

Palabras clave: enfermedades mitocondriales; sindrome MELAS; m.32432 >
G; miopatia mitoconrial; acidosis lactica; episodios similares a apoplejia;

enfermedad metabdlica.




Summary

Mitochondrial diseases are pathologies caused by mutations that are produced
in the respiratory chain, which is located in the mitochondria. This means that
there is a shortfall in the synthesis of energy in form of ATP and, therefore, in
diseases of a multisystem nature. This can appear from childhood to adulthood,

in an apparently healthy population.

This paper focuses on the MELAS syndrome (mitochondrial myopathy, lactic
acidosis and stroke-like episodes), which is the most frequent pathology within
these "rare diseases”. This syndrome is caused, in 80% of cases, by an A-to-G
point mutation at position 3243 in the tRNA Leucine gene of mitochondrial DNA.
Clinically it is characterized by neurological manifestations including seizures,
encephalopathy and similar to episodes of apoplexy, in addition to other
frequent secondary symthoms, such as low stature, migraine, deafness,
diabetes, exercise intolerance, psychiatric pathology. Due to the heterogeneity
of this syndrome, the genetic features of the mitochondria will be explained. In
order to do this, the type of inheritance and the following concepts will be taken
into account: polyplasmy, mitotic segregation, heteroplasmy and threshold. This
will allow us to understand more precisely the different patterns that are

embedded into this disease.

Eight families have been studied in order to check whether their members have
or lack these symptoms. The aim of this study is to find the relationship between
not only the pathological phenotype of these patients and the mitochondrial
mutated DNA, but also the existence of greater severity in their symptoms with

its percentage.

Key words: mitocondrial disease; MELAS syndrome; m.32432 > G;

mitocondrial miopaty; lactic acidosis; stroke-like episodes; metabolic disease




1. Introduccidén

1.1. La mitocondria

La mitocondria es un organulo citoplasmatico de las células eucariotas cuya
funcion principal es la obtencion de energia en forma de ATP mediante el

sistema de fosforilacion oxidativa.

Estructuralmente, estd compuesta por dos membranas (interna y externa) que
delimitan dos compartimentos diferentes: matriz interna y espacio
intermembrana. La membrana externa marca el limite entre el organulo y el
citoplasma celular. Su alto contenido en una proteina formadora de canales
(porinas) permite el paso de iones y pequefias moléculas. Por el contrario, la
membrana interna es practicamente impermeable a iones y forma una serie de
dobleces dirigidas hacia la matriz, denominadas crestas, que aumentan su

superficie total. Es aqui donde encontramos los complejos enziméticos del

sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) .

1)

Figura 1.- Mitocondria vista en microscopio electrénico *”. 1: Matriz mitocondrial;

Membrana externa; 3: membrana interna; 4: espacio intermembrana; 5: crestas mitocondriales.




La matriz mitocondrial tiene una gran concentracion de enzimas, necesarias
para la oxidacion del piruvato, la oxidacion de los acidos grasos y el ciclo de
Krebs, asi como genoma mitocondrial, varias enzimas responsables de su

expresion y ribosomas mitocondriales.

El nimero de mitocondrias presentes en una célula humana es de 25 a 100000
mitocondrias, dependiendo de la demanda energética de los diferentes tejidos,
siendo el sistema nervioso central, el musculo cardiaco y esquelético, los

rifiones y el sistema endocrino los que mas energia requieren ®.

1.2. Genoma mitocondrial

Dentro de las células humanas se pueden encontrar dos tipos de sistemas
genéticos diferentes: el DNA nuclear (nDNA) y el propio de las mitocondrias
(mtDNA). Este organulo, sin contar el nucleo, es el tnico de la célula que posee
Su propio genoma Yy, ademas, este se replica y transcribe en la matriz
mitocondrial. Aun asi, la mitocondria es muy dependiente del nDNA para
procesos como la biogénesis mitocondrial, ya que para su correcto
funcionamiento se requiere la expresion coordinada de los dos sistemas

genéticos celulares @.

El mtDNA es una molécula circular, de doble hebra y cerrada de 16569 pares
de bases que codifica 37 genes. Estos codifican 2 RNAs ribosémicos (12S y 16
S), 22 RNA de transferencia (tRNA), encargados ambos tipos de la traduccién
del mtDNA, y 13 polipéptidos que forman parte de cuatro de los cinco
complejos multienzimaticos del sistema OXPHOS: ND 1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6 son
componentes del complejo | o NADH; cyt b pertenece al complejo Il o
ubiquinol: citocromo ¢ oxidorreductasa; COI, I, Il al complejo IV o citocromo ¢
oxidasa; y A6 y A8 al complejo VV o ATP sintasa ®*%. Por otra parte, en el DNA
nuclear, se encuentran codificados la totalidad del complejo Il y el resto de los

polipéptidos que componen el sistema OXPHOS.




Estos genes se encuentran repartidos entre las dos cadenas que lo componen:
la cadena H (pesada o “heavy chain”), donde se encuentran 2 RNAs

ribosdmicos, 14 tRNAs y 12 polipéptidos, y la cadena L (ligera o “light chain”)

168 ' - ND-6

Sordera LHOM
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- Genes del RNA ribosomal

D Genes del RNA de transferencia

Genes del complejo | (NADH deshidrogenasa)
- Geres de! complejo V (AT sintetasa)
- Genes del complejo IV (Citocromo ¢ oxidasa)

- Cenes del complejo 11 (Ubiguinal: citocromo ¢ oximeductasa)

donde estan 8 tRNAs y un polipéptido (ND6) .

Figura 2.- Mapa genético del DNA mitocondrial humano ®)El circulo externo muestra los
distintos genes y su posicién dentro del genoma mitocondrial. En el circulo interno estan los
puntos de mutacién en los genes estructurales y codificantes de proteinas, con la indicacion de
los fenotipos clinicos y la posicion de las mutaciones de los nucleétidos mostradas entre
paréntesis (ND: subunidades de NADH deshidrogenasa; cyt b: apocitocromo b; CO:

subunidades de citocromo C oxidasa; A: subunidades de ATP sintetasa).




La Unica zona del DNA que no codifica ningun gen se localiza alrededor del
origen de replicacion de una de las cadenas, que incluye el bucle de

desplazamiento (bucle D), representa sélo un 7% del total del mtDNA ©.

El mtDNA tiene un numero elevado de moléculas de este DNA en las células
humanas, entre 1000 y 10000 copias dependiendo de los tejidos, pudiendo ir

de 2 a 10 moléculas de DNA por mitocondria ©.

Una de las caracteristicas del mtDNA a destacar es la organizacion tan
compacta que presenta, ya que todos estos genes carecen de intrones. En la
cadena H no encontramos tramos no codificantes entre los genes,

disponiéndose estos uno a continuacion del otro .

1.3. Genética mitocondrial

El mtDNA presenta ciertas caracteristicas propias que lo diferencia del nDNA:

Herencia: a diferencia del nDNA, el mtDNA se hereda exclusivamente por via
materna © debido a que los évulos contienen un elevado nimero de copias de
MtADN y a que las mitocondrias del espermatozoide se eliminan por un
proceso activo en los primeros estadios de division celular (. Por ello, este
organulo es aportado de forma exclusiva por el gameto femenino, lo que
posibilita que todos sus descendientes lo hereden pero sélo las mujeres lo

transmitiran de nuevo a la siguiente generacion.

Poliplasmia: en los tejidos de un individuo normal, todas las moléculas de
MtDNA son idénticas (homoplasmia). Sin embargo, si se presentan mutaciones
en parte de dichas moléculas, existira una proporcién del genoma mitocondrial
mutado presente en la célula, lo que dara lugar a dos poblaciones de mtDNA

coexistentes, una normal y otra mutada (heteroplasmia) .

Segregacion mitética: si se da la situacion descrita anteriormente, y debido a
qgue el mtDNA se segrega al azar entre las células hijas, que se produzca una
disfuncion mitocondrial o no dependera del porcentaje del mtDNA mutado que

contenga dicha célula, requiriéndose un numero minimo del mismo para alterar




su funcién normal (efecto umbral). Como consecuencia se podran dar tres
posibles genotipos: homoplasmico normal, homoplasmico mutante vy

heteroplasmico con porcentajes variables de mtDNA mutado ©.

Efecto umbral: para que un tejido funcione adecuadamente, este necesita un
porcentaje de mtDNA normal para asi producir el ATP suficiente para su
funcion. Sin embargo, cuando el mMtDNA mutado sobrepasa un nivel
determinado, esta produccion de ATP se verd afectada, dando lugar a una
produccion deficiente de este ATP y asi se producirdn los sintomas

relacionados con la falta de energia.

Alto porcentaje de mutacion: el mtDNA presenta una elevada tasa de
mutacion espontanea, muy superior a la que presenta el nDNA. Esto podria
deberse a la cercania a la cadena de transporte de electrones (localizada en la
membrana interna), la principal fuente productora de especies reactivas de
oxigeno, que serian las encargadas de inducir la produccion de mutaciones.
También estaria facilitado por la ausencia de histonas en este genoma
mitocondrial, asi como la presencia de unos mecanismos de reparacion no tan

abundantes como los presentes en el nDNA ¢,

1.4. Enfermedades mitocondriales

Las enfermedades mitocondriales son trastornos producidos en alguna de las
rutas metabodlicas mitocondriales, aunque suele emplearse este término para
las enfermedades originadas por defectos en el sistema OXPHOS ©. Estos
defectos suelen encontrarse en el mtDNA pero también pueden surgir de
trastornos genéticos nucleares ©!9. Esto es asi puesto que la mayoria de las
proteinas implicadas en el metabolismo mitocondrial y todas aquellas
involucradas en el mantenimiento del mtDNA son codificadas en el nucleo.
Todas tienen en comun el estar producidas por un fracaso en la produccién de
ATP, lo que es la principal causa de la fisiopatologia de este tipo de

enfermedades.
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Al estar estos organulos en todos los tipos celulares (aunque en diferente
cantidad), la afectacion serd multisistémica, siendo ésta mayor en aquellos
organos o estructuras que requieran una mayor cantidad de ATP. Su curso es
progresivo y su gravedad variable. Por todo esto, en algunos casos se puede
asignar una serie de sintomas o sindromes determinados pero, en general, no
se puede delimitar con precision debido a la variedad de fenotipos y porque es
muy frecuente que se solapen los sintomas 9. Cuando las mutaciones se
producen en el nDNA pueden imitar las caracteristicas observadas en
pacientes con defectos de mtDNA, y de hecho algunos trastornos genéticos
nucleares dan como resultado anomalias secundarias del genoma mitocondrial,

por lo que tendrian herencia mendeliana 9.

Los defectos genéticos del genoma mitocondrial humano se describieron por
primera vez en 1988 y surgieron de la investigacion de dos sindromes -
sindrome de Kearns-Sayre (KSS) y Neuropatia Optica hereditaria de Leber
(LHON) @213 Desde 1988, han sido identificadas varias mutaciones del
genoma mitocondrial y asociadas a enfermedad. De entre todas ellas,

destacaremos aquellas mas frecuentes y, por tanto, mas conocidas.

1.4.1. Sindrome de Kearns—Sayre (KSS)
Producido por la presencia de grandes delecciones Unicas en el mtDNA que
aparecen de forma esporadica. Se caracteriza clinicamente por: sindrome de
oftalmoplegia externa progresiva cronica, retinopatia pigmentaria, y bloqueo de
la conduccién cardiaca, que aparece antes de los 20 afios de edad, y que va
acompafiado ademas de alguno de los siguientes sintomas: ataxia, miopatia
mitocondrial,elevados niveles de proteina CSF, sordera, demencia, fallos
endocrinos y renales. La biopsia muscular muestra fibras rojo-rasgadas y COX
negativas. Los individuos que padecen esta enfermedad suelen morir antes de

los 40 afios 2.
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1.4.2. Sindrome de oftalmoplegia externa progresiva cronica
Esta enfermedad se ha asociado fundamentalmente a deleciones grandes y
Unicas en mtADN que aparecen de forma espontanea sin historia familiar
(como ocurria en el caso anterior). Aun asi, también se ha relacionado con
deleciones multiples de herencia autosomica recesiva o dominante y a
mutaciones puntuales de herencia materna incluida la mutacion A3243G
causante de MELAS @. Estéa caracterizado por oftalmoplegia, ptosis bilateral de
los parpados y miopatia. Ademas, suele ir acompafado de intolerancia al
ejercicio y debilidad de las extremidades. En general, es una enfermedad

benigna que suele aparecer en la adolescencia o en adultos jévenes ©.

1.4.3. Sindrome de Pearson
Este sindrome estd causado por deleciones grandes Unicas del mtADN de
aparicion esporadica. Se caracteriza por un sindrome de anemia sideroblastica
refractaria en la infancia con vacuolizacion de precursores medulares y
disfuncién pancreatica exocrina. La anemia macrocitica severa, dependiente de
transfusiones, comienza en la primera infancia y se asocia con un grado
variable de neutropenia y trombopenia . Los nifios que la padecen suelen

morir antes de los 3 afios @,

1.1.4. Sindrome de epilepsia mioclénica con fibras rojo-rasgadas (MERF)
La mayoria de los casos de MERRF (80%) estan causados por la mutacion
A8344G localizada en el gen del tARN™®, pero también se han encontrado
otras mutaciones mas minoritarias en el mismo gen. Todas las mutaciones
estan en forma heteroplasmica y el porcentaje de mtADN dafiado varia entre

individuos.

Entre sus sintomas se encuentran: debilidad muscular, epilepsia mioclonica,
convulsiones generalizadas, ataxia, y miopatia mitocondrial con presencia de

fibras rojo-rasgadas.
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1.1.5. Neuropatia, ataxia y retinopatia pigmentaria (NARP)

Esta enfermedad estd causada por una mutacion puntual T8993G/C en el gen
codificante de la subunidad 6 de la ATP sintetasa (ATP6) . Se caracteriza por
un sindrome neuroldgico variable que comprende retinopatia pigmentaria
tipica, ataxia, convulsiones, demencia, debilidad muscular neurogénica

proximal, neuropatia sensorial y retraso del desarrollo ),

1.1.6. Sindrome de Leigh de herencia materna (MILS)

Esta enfermedad estd causada por una mutacion puntual T8993G/C en el gen
codificante de la subunidad 6 de la ATP sintetasa (ATP6), igual que en el caso
anterior. El sindrome de Leigh, es una enfermedad neurodegenerativa
multisistémica muy grave, cuyas manifestaciones clinicas mas evidentes son:
disfunciones del tallo cerebral y de los ganglios de la base, desmielinizacion,
regresion psicomotora, retraso en el desarrollo, convulsiones, ataxia,
neuropatia periférica, etc. Esta patologia suele aparecer en el primer afio de

vida @,

1.1.7. Diabetes de herencia materna con sordera (MIDD)

En este caso de diabetes, encontramos la mutacion A3243G en el gen del
tARNLeu(UUR) (la misma esté descrita en el Sindrome MELAS). Clinicamente
se caracteriza por diagnostico de diabetes antes de los 40 afios, antecedentes
familiares maternos de diabetes, asociacibn a sordera neurosensorial y

evolucién a la insulinopenia 9.

1.1.8. Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON)

Las responsables mas frecuentes de esta patologia son tres mutaciones,
G3460A, G11778A y T14484C, en genes localizados en el complejo | del
sistema OXPHOS. Se caracteriza por neuropatia éptica bilateral aguda o
subaguda con atrofia Optica, pérdida repentina de la visién central, edema del

disco 6ptico, microangiopatia y un defecto del visual central campo (17,18).
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1.5. El Sindrome MELAS

El sindrome MELAS (encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
similares a apoplejia) es un sindrome multisistémico que se caracteriza por
episodios de accidentes cerebrovasculares, tipicos antes de los 40 afios,
encefalopatia caracterizada por crisis epilépticas focales o generalizadas,
acidosis lactica y/o fibras rojo rasgadas. Ademas, han de presentar dos de los
siguientes: baja estatura, demencia, cefaleas recurrentes, desarrollo normal

psicomotor y vémitos 9.

La variante patdgena mas comun, presente en alrededor de un 80% de los
individuos con hallazgos clinicos tipicos, es una transicion de A-G en el
nucledtido 3243 (m.3243A>G) del gen tRNA de leucina.

Gen Proporcién de MELAS atribuido Variante patogénica detectada
MT-TL1 | ~80% m.3243A>G

MT-TL1 ~7.5% m.3271T>C

MT-TL1 <5% m.3252A>G

MT-ND5 | <15% m.13513G>A

Tabla 1.- Proporcién de las variantes patogénicas causantes de sindrome de MELAS 9.
Se muestran las variantes mas frecuentes, las que afectan al gen MT-TL1 (tRNA de Leucina 1).
También, por presentar una frecuencia superior al resto, la mutacion que afecta al MT-ND5
(subunidad 5 del complejo I), ha sido reportada con frecuencia creciente en individuos con
MELAS aislados o con sindromes de superposicion. Existen multiples mutaciones que, por su

rareza, no se han incluido en esta tabla.

Aunque la incidencia en las enfermedades mitocondriales varia dependiendo
de la metodologia, la geografia y el grupo de sujetos, podemos encontrar
estudios que describen una prevalencia total de enfermedad mitocondrial de
12,48 por 100.000 en Inglaterra %
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Un estudio localizado en Finlandia estimé que la prevalencia de la variante

patogénica m.3243A>G era mayor o igual a 18.4 de cada 100.000 V),

Los sintomas estan definidos por los tres criterios invariables de MELAS:
episodios similares a apoplejia antes de los 40 afos, encefalopatia
caracterizada por convulsiones, demencia o ambas y acidosis lactica, fibras
rojas rasgadas o ambas. La acidosis lactica, medida en suero o en liquido
cefalorraquideo, aparece en un 94% de los casos, siendo casi un hallazgo
universal, asi como las convulsiones, dandose en un 96% de los casos, y los

episodios similares a apoplejia (99% de los casos) 2.

La edad de comienzo de los sintomas fue descrita inicialmente en un rango que
va desde los 2 afios hasta los 60. A pesar de ello, casi un 70% de los pacientes

presentan los sintomas iniciales entre los 2 y los 20 afios de edad ®°.

Cuando hablamos de episodios similares a apoplejia, clinicamente se
caracterizan por episodios de afasia, al menos parcialmente reversible,
hemianopsia y ceguera cortical que, eventualmente, se acumularan de forma
progresiva, resultando en déficits neuroldgicos y demencia. En MELAS estos
eventos son a menudo reversibles, aunque tipicamente habra una acumulacion
gradual visible en radiologia de la carga de la enfermedad a través del tiempo.
La afectacién cortical puede ser de cualquier tamafio o gravedad aparente,
pero tipicamente se presenta en un patron asimétrico que afecta
predominantemente a los I6bulos temporal, parietal y occipital ! y, a

menudo, se limita a la corteza.

Los signos mas sutiles de la enfermedad pueden pasar desapercibidos antes
de la aparicion de un deterioro neurologico evidente debido a los episodios

similares a apoplejia.

Tipo de presentacién Incidencia (%)

Neuroldgica/neuropsiquiatrica

Dolor de cabeza 91
Pérdida sensorial 48
Depresion 32

15



Problemas de memoria 71

Visceral

Intolerancia al ejercicio 93
Pérdida auditiva 77
Baja estatura 33
Retraso del crecimiento 52
Diabetes 33
Enfermedad cardiaca 21
Alteracion gastrointestinal 64

Tabla 2.- Incidencia de sintomas presentes en el sindrome de MELAS @3)

Aunque menos especificas, la pérdida auditiva neurosensorial, las cefaleas
migrafiosas, la neuropatia periférica, la depresidbn y otros trastornos
psiquiatricos, se ven comunmente en MELAS, no sélo en pacientes plenamente
sintomaticos, sino también en los miembros de la familia oligosintomaticos que

no manifiestan el fenotipo completo 9

La demencia, proveniente tanto de la acumulacién de lesiones corticales como
de la disfuncién neuronal subyacente, es una caracteristica importante y comun
de este sindrome. Las deficiencias cognitivas, incluyendo las del lenguaje, la
percepcion y la memoria, han sido ampliamente reconocidas como
complicaciones de las enfermedades mitocondriales desde las primeras

descripciones de las mismas.

Una de las manifestaciones sistémicas mas comunes de MELAS es la diabetes
mellitus. La asociacion entre la diabetes mellitus y la mutacion mitocondrial
m.3243A>G, la mas frecuente en el sindrome MELAS, ha sido reconocida
desde la descripcion inicial del sindrome ©¥. Muchos informes durante las
décadas siguientes han establecido firmemente la asociacion entre MELAS, la

mutacion m.3243A>G vy la diabetes mellitus.
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La diabetes mellitus también puede ser una manifestacion aislada de la
enfermedad mitocondrial debido a la mutacion m.3243A> G o parte de una

presentacion oligosintomatica de esta mutacion.

Otra manifestacion sistémica ampliamente reconocida de MELAS es el retraso
del crecimiento. Los individuos con MELAS son tipicamente mas bajos en
relacion con otros miembros de la familia no afectados. Esto es a menudo,
junto con la deficiencia auditiva neurosensorial, migrafas, dificultades de
aprendizaje y la intolerancia al ejercicio, la manifestacion clinica inicial de la

enfermedad 9,

Debido a los altos requerimientos energéticos del musculo cardiaco, la
enfermedad cardiaca también se encuentra entre los sintomas de MELAS.
Tanto las cardiomiopatias dilatadas como las hipertréficas se han descrito
frecuentemente en asociaciéon con el sindrome de MELAS, aunque la patologia

mas comunmente descrita es una hipertrofia concéntrica no obstructiva.

La miopatia se ha reconocido durante mucho tiempo como una caracteristica
principal y comun de las enfermedades mitocondriales y ha sido bien descrita
en el contexto de MELAS. La intolerancia al ejercicio es una queja
frecuentemente referida por pacientes con la mutacibn m.3243A> G, ya se

encuentren oligoasintomaticos o presenten la sintomatologia tipica de MELAS
(19)

Los individuos afectados y sus familiares en riesgo deben ser seguidos a
intervalos regulares para monitorizar la progresion y la aparicion de nuevos
sintomas. Se recomiendan evaluaciones oftalmolédgicas, cardioldogicas
(electrocardiograma y ecocardiograma) y endocrinologicas (glucemia en

ayunas y TSH) anuales ®.

El sindrome MELAS no tiene tratamiento especifico, siendo su manejo
puramente sintomatico: la pérdida auditiva neurosensorial se ha tratado con
implante coclear; las convulsiones responden a la terapia anticonvulsiva
tradicional; la diabetes mellitus se controla mediante modificaciones en la dieta,
hipoglucemiantes orales o terapia con insulina. La migrafia y las

manifestaciones cardiacas se tratan igual que en la poblacién general 9.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es buscar una correlaciéon entre el fenotipo
expresado y el porcentaje de mtDNA mutado hallado en pacientes
diagnosticados de sindrome de MELAS. Con ello, se busca demostrar que a
mayor gravedad en el fenotipo de estos pacientes, mayor serd el porcentaje de

mutacién que presentan.

Como objetivo secundario proponemos buscar una correlacion entre los

sintomas, la gravedad de la enfermedad y el umbral de heteroplasmia

3. Material y métodos

Para llevar a cabo lo anteriormente nombrado, se ha revisado el arbol
genealdgico de 8 familias con uno o varios miembros afectados por la
enfermedad y se ha descrito la clinica también que manifiestan. También se ha
comparado el fenotipo presentado entre los distintos pacientes dentro de una
misma familia y con los de las demas familias. Todas ellas presentan la

mutacion mas frecuentemente encontrada en este sindrome: m.3243A> G.

La informacién obtenida acerca de estas 8 familias se encuentra registrada en
los archivos del Departamento de Bioquimica, Biologia molecular y celular de la
facultad de Veterinaria de Zaragoza. En principio se incluyeron 14 familias,
siendo descartadas 4 por falta de datos de caracter clinico. Otras 2 fueron
descartadas cuando, al revisar la informacion disponible sobre ellas, se
encontré que el diagndstico definitivo fue de MIDD y no de MELAS.

No existe ninguna relacién de consanguinidad entre los pacientes estudiados

en este trabajo.
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3.1. Casos clinicos

Familia 1:

I:l O Mo afectado

l:| O Sordera + cefaleas vasculares
Il

E o A3243G + sordera + cefaleas vasculares

Il G
E‘ @ A3243G asintomdticos

v
Sintomatologia compatible MELAS

I.1. Frecuentes cefaleas vasculares, sordera que refiere inicio hace mas de 10

<

afios. Probable diabetes.

[I.1. Probable sordera (pendiente de potenciales evocados para su

objetivacion). Cefaleas vasculares. Alteracion vesicula biliar.

II.2. Probable anoxia neonatal, tres accidentes de trafico, epilepsia mioclonica
(tonicoclénicas parciales y generalizadas) desde los 18 afios, sordera
neurosensorial progresiva determinante de cofosis bilateral, deterioro

progresivo de las funciones cognitivas.

[ll.1. Cefaleas vasculares desde los 11 afios. El 8 de Marzo de 1994 presenta
parestesias y pérdida de fuerza en extremidad superior derecha y trastorno del
lenguaje, apreciandose en la RMN imagen cortico-subcortical compatible con
infarto sin distribucion vascular. Acidosis lactica confirmada en sangre y liquido

cefalorraquideo. Poliosis derecha y vitiligo de predominio apendicular y facial.
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Muestra analizada: sangre. En IV.1 biopsia coridnica, andlisis de mtDNA.

Porcentaje de
mutacion

1.1 5-10%

1.2 20-25%

.1 45-50%

1.2 10%

1.3 10%

V.1 ID

Familia 2:

O Mo afectado
@

E @ A3243G asintomaticos
1 2 P .
] . Clinica compatible con MELAS

A

I.1. Epilepsia de aparicion en el adulto, rebelde al tratamiento, tiene diabetes
mellitus y ha sufrido un accidente cerebrovascular con 40 afios de edad. Ha

sido diagnosticada de enfermedad mitocondrial.

II.1. Desde la infancia, peso exageradamente bajo para su talla. Sin otra clinica
hasta 1996, cuando sufrié un episodio consistente en hemianopsia derecha con
fotopsia luminosa circular en la misma éarea, intermitente, con una duracién
mayor de 24 horas. Ante la respuesta a tratamiento antiepiléptico y la
normalidad de las pruebas de imagen, se interpretd6 como crisis parcial
occipital. Repitid un segundo episodio similar poco después. Ademas, refiere
ocasionalmente perder el hilo de la conversacion, quedandose con la mirada
fija. A lo largo del ultimo afio, le notan globalmente mas torpe y ha presentado
ptosis progresiva. Se ha detectado un nivel alto de acido lactico en sangre. En
la exploracion fisica amiotrofia global, con facies miopatica, ptosis palpebral

bilateral y abolicién de reflejos en extremidades superiores.
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Muestra analizada: sangre

Porcentaje de
mutacion

1.1 28%

1.1 24%

1.2 25%

Familia 3:

|:| O Mo afectado
O O oD
[‘ @ A3243G asintomaticos
I 1 2 i % . . Clinica compatible con MELAS

[1l.2. Epilepsia de foco occipital, crisis de migrafa, pérdida de vision en ojo
izquierdo. Acido lactico elevado en sangre y liquido cefalorraquideo. RMN con

imagen tipica de MELAS en este episodio.

Muestra analizada: sangre. 111.3 musculo, orina, mucosa bucal.

Sangre | Musculo | Orina Mucosa
bucal

.1 |ID

.1 | 1D

1.2 | ID

1.3 | 4%

.1 | 1D

.2 | 23% 53%

.3 ] I1D ID ID ID
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Familia 4:

1

@ ml O

/

O Mo afectados

E @ A3243G asintomatico
. . Clinica compatible con MELAS

I.1. Ptosis palpebral bilateral, mialgias al ejercicio y patron miopético en

Electromiograma.

[I.1. Dos episodios similares a apoplejia. Un episodio de convulsiones

generalizadas, hipoacusia leve bilateral y patron miopéatico en EMG.

Muestras analizadas: sangre en todos, masculo en 1.1y I.1. Piel y grasa en II.1

Sangre | Musculo | Piel Grasa
1.1 10% 11%
.1 20% 70% 25% | 70%
1.2 26%
.3 ID
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| O
| /i}@ 'O
I ,—6 FT O No afectado
Lo

Intolerancia al ejercicio

E G A3243G + intolerancia al ejercicio + sordera
. . Sintomatologia compatible MELAS

I.1. Migrafia, alteraciones retinianas (posible asociacion a la edad).
[I.1. Cansancio en los brazos durante el trabajo y cierta fatiga en el deporte.

[I.2. Fatiga, mialgias e intolerancia al ejercicio. Niveles de &cido lactico
elevados, discreta debilidad muscular en musculatura proximal de

extremidades inferiores, posible retinopatia.

[ll.1. Fallecida a los 11 afios en Suiza. Refieren que presenté “lesiones

cerebrales”. Biopsia muscular diagnostica de MELAS.
[11.2. Sordera neurosensorial. Cierta intolerancia al ejercicio.

Muestra analizada: sangre

Porcentaje de
mutacion

1.1 ID

1.1 ID

1.2 ID

.2 | 20%
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Familia 6:

1

|:|7 Q I:l Q No afectado
E‘ @ A3243G asintomaticos
1 2 3 4 5 6 7
I
. . Sintomatologia compatible MELAS

[1.6: Antecedentes de crisis convulsivas (controladas durante 8 meses). Tras

ello, empezé con crisis cada mes y medio, varias veces al dia. Se le tratd con
Difenilhidantoina. Se le hizo TC de resultado normal y un electroencefalograma
(EEG) en el que se observé actividad epileptogénica en region temporal
derecha. Su primer ingreso fue por hipertension intracraneal (HIC) manifestada
por vémitos, somnolencia, crisis convulsivas, cefalea y vision borrosa. En TC:
area de infarto parietooccpital izquierda. No afectacion cardiol6gica ni
hematoldgica. 4 meses después presenta nuevos sintomas de HIC. En TC:
infarto en zona temporoparietal derecha. Acido lactico en sangre es de 24,9
mm/dL (valores normales: 3 — 12 mm/dL). Se hace biopsia muscular,
resultando compatible con MELAS. Posteriormente se le hicieron: dos RMN
que fueron normales; campimetria donde se objetivd hemianopsia en 0jo
derecho, potenciales evocados visuales con patologia desmielinizante bilateral,
potenciales evocados auditivos con hipoacusia media bilateral; medicion de
acido lactico: 5.5 mmol/L (valor normal 0,4 — 2 mmol/L). Evolucion: constantes
ingresos por vomitos persistentes, bajada ponderal importante e hiponatremia

persistente. Gastritis cronica considerada manifestacion de lactoacidosis.

Muestra analizada: sangre

Porcentaje de
mutacion

1.1 1%

1.1 3%

.2 3%

1.3 5%

1.4 6.5%

1.5 16%

1.6 31%

1.7 22.5%
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Familia 7:

' w1 70O e

E‘ @ A3243G asintomaticos

1 2
I . . Sintomatologia compatible MELAS

[11.1. Nifio de 8 afios que acude por debilidad y fatigabilidad muscular que los
padres refieren desde los 3 aflos. Embarazo, parto y periodo neonatal normal.
Desarrollo psicomotor normal, con marcha autbnoma desde los 14 meses;
inicio del lenguaje pronto. Desde los 3 afios los padres refieren que el nifio esta

mas vago, cansado, mal comedor.

En el momento del estudio: no corre, sube y baja escaleras con dificultad, se
cansa tras caminar 300 metros, debilidad en brazos. Escolarizaciéon normal
para su edad. En la exploracion fisica se objetiva leve hipomimia facial,
debilidad muscular proximal. Reflejos osteotendinosos presentes. Signo de

Gowers +. No hepatoesplenomegalia.
En pruebas complementarias: elevacion del acido lactico (43) y CK (409).

Muestras analizadas: Ill.1 musculo; 1.1, 1.1, 1ll.3 sangre, mucosa bucal, pelo,

orina

Sangre Mucosa bucal | Pelo Orina Musculo
1.1 ID <1% <1% <5%
1.1 10% 5-10% 10% 35%
.1 70%
.2 ID ID ID ID

25




Familia 8:

| rre

® | “
1
1 2 3 4 5 s‘ 7 8 o 11 12
1
[ ]

2
1 2 3 4 8
\%
\Y |:| O No afectado
E @ A3243G asintométicos

. . Sintomatologia compatible MELAS

I.1. Migrafa y sordera desde los 30 afios. Muri6 a los 90 afios.

[I.1. Muerta a los 54 afios, probablemente a causa del sindrome MELAS
(episodio similar a apoplejia). Presentaba migrafia, sordera, insuficiencia renal

e hipertension arterial.

[I.2. Clinica de migrafia, intolerancia al ejercicio, fatiga, retinopatia, sordera,

diabetes y bypass coronario.

[1.3. Muri6 de cancer de pancreas. Tenia migrafia, sordera, hipertension
arterial, diabetes, fatiga, episodios similares a apoplejias y polineuropatia.

Usuario de silla de ruedas. Biopsia muscular diagnéstica de MELAS.

[1.4. Muerta a los 60 afios debido al sindrome MELAS. Presentaba migrafia,
sordera, hipertension arterial, diabetes, insuficiencia cardiaca con hipertrofia
ventricular izquierda con funcion sistélica conservada e hipertension pulmonar
asociada, trastorno de conducta de numerosos afios de evolucion, atribuida a
un trastorno conversivo, miopatia mitocondrial (diagnosticada mediante biopsia
muscular), ataxia, retinopatia. Durante un deterioro progresivo de las funciones

superiores se le realizd un estudio. Se objetivé una afectacion global de todas
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las funciones cognitivas, compatible con deterioro generalizado coritco-
subcortical difuso. Se le realizé un electroencefalograma (EEG) que mostré un
enlentecimiento del ritmo de base, actividad epileptiforme bilateral de
predominio parietal derecho y actividad mioclénica. Todo esto era sugestivo de
epilepsia generalizada con disfuncion cerebral difusa. Se le realiz6 también una
RMN donde se vio una dilatacién de los 4 ventriculos, sugestivo de atrofia
cerebral global y calcificacion de los ganglios de la base. También presentaba

insuficiencia renal rapidamente progresiva.

Con 60 afos ingreso en el Hospital Clinic de Barcelona por pérdida brusca del
nivel de conexion con el medio. En la exploracion fisica se encontré un estado
de conciencia fluctuante, desorientada en tiempo y espacio, durante las fases
de mejora, estado de consciencia estuporoso episédicamente. No habia
focalidad neurolégica. Globo vesical que requiere la colocacion de una sonda
urinaria. Se le realiz6 un TC craneal que mostré una hemorragia parietal
derecha con efecto masa. Debido a ello y al deterioro que la paciente
presentaba por su enfermedad mitocondrial, se decidi6 poner tratamiento

sintomatico.

[11.1. Muerta a los 39 afios por sindrome MELAS (diagnéstico post mortem).
Presentaba migrafia, fatiga, hipertension arterial, sordera, diabetes, ataxia,

epilepsia, episodios similares a apoplejia.
[11.2. Clinica de migrafia, debilidad muscular, sordera e hipertension arterial.
[11.3. Presencia de migrafas y calambres.

[11.5. Clinica de migrafia, calambres, sordera, diabetes, depresion, dolor

abdominal, mioclonus.

[11.6. Paciente con sordera, migrafia, intolerancia al ejercicio, fatiga EMG
anormal, ptosis, convulsiones, depresion, dolor abdominal, acidosis lactica,

elevacion de CK.

[11.12. Sordera, calambres, fatiga, baja talla, trastornos psiquiatricos. EEG con

respuesta paroxistica.
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IV. 11. Migrafa, acidosis lactica. RMN cerebral: normal. 8 afios en el momento

del estudio.

IV.12. Asintomatica. RMN cerebral: normal. 6 ailos en el momento del estudio

Se tomaron muestras de sangre, orina, saliva y mucosa bucal. En aquellos

pacientes fallecidos, se les realizé biopsia muscular.

Sangre Orina Saliva Mucosa bucal
.1 NE NE NE NE
1.1 NE NE NE NE
1.2 No detectable | 16% <5%
1.3 NE NE NE NE
.1 NE NE NE NE
.2 13% 4% 20% 13%
.3 <5% No No detectable | No detectable
detectable
.4 <5% 9%
.5 21% 25% 14% 20%
1.6 <5% 54% 13% 17%
.7 <5% 48% <5% No detectable
.11 18% 23% 12% 5%
.12 28% 65% 27% 32%
V.1 <5% 21% 9% 15%
V.2 10% 51% 17% 30%
Iv.7 <5% 15% <5%
V.11 33% 75% 47% 31%
V.12 47% <5% 55% 32%
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4. Resultados

Tras revisar los pedigris de las 8 familias disponibles, se han encontrado un

total de 48 pacientes que presentan distintos grados de heteroplasmia para la

mutacién m.3243A > G en el gen tRNA"", los cuales han sido recogidos en la

siguiente tabla junto con las manifestaciones clinicas presentes.

Familia Individuo % de mutacion Manifestaciones
1 IL.1/F NE Cefalea, sordera, diabetes
2 I.1/F 5-10% Cefalea, sordera, alteracion de vesicula biliar
3 1.2/M 20-25% Epilepsia  mioclénica  juvenil,  sordera,
progresivo deterioro de funciones cognitivas
Cefalea, parestesias, pérdida de fuerza,
F1 4 I.1/F 45-50% alteracion del lenguaje, RMN compatible con
infarto sin distribuciéon vascular, acidosis
lactica en sangre y LCR
5 1.2/F 10% Asintomatica
6 |I.3/F 10% Asintomatica
1 IL1/F Epilepsia de apariciéon en adulto, diabetes
mellitus, accidente cerebrovascular
F2 2 1.1/m Talla baja, epilepsia, amiotrofia global, ptosis
palpebral bilateral, acidosis lactica
3 1.2/M 25% Asintomatico
1 IL.3/F 4% Asintomatica
F3 2 1L.2/M NE Epilepsia de foco occipital, migraia, pérdida
de vision, acidosis lactica
1 L1/F 11% Ptosis palpebral bilateral, mialgias al ejercicio
y miopatia
F4 2 IL.1/F 70% Episodios similares a apoplejia, episodio de
convulsiones generalizadas, hipoacusia leve
bilateral y miopatia
3 11.2/M 26% Asintomatico
1 I.1/F ID Migrafa, alteracion retiniana
2 1.2./F ID Fatiga, mialgias e intolerancia al ejercicio,
acidosis lactica, discreta debilidad muscular,
posible retinopatia
F5 3 L1/F NE Episodios similares a apoplejia, muerte a los
11 afos por MELAS
4 1.2/M 20% Sordera, intolerancia al ejercicio
1 IL.1/F 1% Asintomatica
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2 1.1/M 3% Asintomatico
3 1.2/F 3% Asintomatica
F6 4 11.3/F 5% Asintomatica

5 1.4/F 6,5% Asintomatica

6 I.5/M 16% Asintomatico

7 I.6/F 31% Epilepsia, episodios similares a apoplejia, baja
talla, pérdida visual, sordera, acidosis lactica,
gastritis cronica

8 I.7/F 22.5% Asintomatica

1 L1/F <5% Asintomatica

F7 2 IL1/F 35% Asintomatica

3 llL1/m 70% Debilidad y fatigabilidad muscular, acidosis
lactica

1 L1/F NE Migrafia y sordera desde los 30 afnos

2 I.1/F NE Muerta a los 54 anos, por sindrome MELAS
(episodio similar a apoplejia). Migrafia,
sordera, insuficiencia renal e hipertension
arterial.

3 IL.2/F ID Migrafia, intolerancia al ejercicio, fatiga,
retinopatia, sordera, diabetes y bypass
coronario.

4 11.3/M NE Migrana, sordera, hipertension arterial,
diabetes, fatiga, episodios similares a
apoplejias y polineuropatia. Usuario de silla
de ruedas

5 1L.4/F NE Muerta por MELAS a los 60 afos. Diabetes,
migrafia, hipertensién arterial, insuficiencia
cardiaca, trastornos psiquidtricos, sordera,
ataxia, retinopatia, miopatia, epilepsia,
episodios similares a apoplejia.

6 I.1/F NE Muerta a los 39 por MELAS. Migrafa, sordera,
debilidad muscular, diabetes, episodios
similares a apoplejia, ataxia, hipertension
arterial.

7 .2/F 13% Migrafia, debilidad muscular, sordera e
hipertensidn arterial.

8 IIL.3/F <5% Migrana y calambres musculares

9 |.4/M <5% Asintomatico

F8 10 III.5/F 21% Migrafa, calambres, sordera, diabetes,
depresion, dolor abdominal, mioclonus

11 11l.6/M <5% Sordera, migrafa, intolerancia al ejercicio,

fatiga, EMG anormal, ptosis, convulsiones,
depresion, dolor abdominal, acidosis lactica,
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elevacion de CK

12 11.7/M <5% Asintomatico

13 1I.11/F 18% Asintomatica

14 111.12/M 28% Sordera, calambres, fatiga, baja
trastornos psiquidtricos. EEG con respuesta
paroxistica

15 IV.1/M <5% Asintomatico

16 IV.2/F 10% Asintomatica

17 IV.7/M <5% Asintomatico

18 IV.11/F 33% Migrafia, acidosis lactica. RMN cerebral:

normal. 8 afios en el momento del estudio

19 IV.12/F 47% Asintomatica. RMN cerebral: normal. 6

afnos en el momento del estudio

Tabla 3.- Pacientes con presencia de la mutacién m.3243A > G. Su clasificacion se ha
realizado en base a: caso, sexo, porcentaje de mutacion hallado en sangre y signos y
sintomas. NE: no estudiado, ID: indetectable. F: femenino. M: masculino.

Se han incluido tanto los individuos que presentaban la mutacibn como
aguellos que presentaban clinica compatible con la enfermedad y no fueron
estudiados, dado que la recurrencia o diagnéstico familiar es uno de los
Criterios de enfermedad mitocondrial (MDC) de Morava ®®. Asi mismo, a pesar
de que el porcentaje de heteroplasmia en orina suele ser mas elevado que el
presente en sangre “®, en muchos de los casos sélo se disponia de muestras
de este ultimo tejido, por lo que se ha usado éste en la tabla. Sin embargo,
como se comentara mas adelante, en muchos casos en los que los individuos
estudiados presentaban clinica que podria deberse por la presencia de mtDNA
mutado, no se detectd éste en los estudios de muestras sanguineas. Por tanto,
frente a la evidencia de que las muestras de orina presentan un porcentaje mas
elevado que el aparece en sangre, los resultados de este estudio serian mas
concluyentes si se tuviese disponibilidad de muestras de orina de todos los

pacientes.

Partimos de un total de 54 individuos estudiados. De ellos, resultan positivos
para la mutacién m.3243A > G en el gen tRNA"®" 48 de ellos, 32 mujeres y 16

hombres. No existe consanguinidad en ninguna de estas familias.
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En la primera familia se observa la distribucidon de la mutacion en cuatro
generaciones. Se puede ver que, a pesar de que la madre del caso indice
presenta un porcentaje de mutacion en sangre del 5 al 10%, su primera hija
llega hasta 45 - 50%, mostrando clinica caracteristica del sindrome MELAS
desde edades tempranas. En contraposicion, sus hermanas siguen una linea
similar a la madre en cuanto a porcentaje de mutacién, con un 10% cada una,
pero a diferencia de ella, se encontraban asintoméaticas en el momento del
estudio. En la dltima generacion hallamos el caso del hijo de la menor de las
hermanas, el cual fue estudiado durante el embarazo con biopsia corionica y
tras el nacimiento, sin hallarse mtDNA mutado. La hermana mediana estaba
embarazada pero sin embargo parece que no se realizé un estudio como en el
caso IV.1. Por otro lado, el tio del caso indice es el otro miembro de la familia
que presenta clinica caracteristica de MELAS. Sin embargo, en este caso, el
porcentaje de mutacion encontrado no era tan alto en sangre (20-25%)

comparandolo con el que presenta el caso indice.

En los casos de las familias 2 y 4 vemos arboles genealdgicos compuestos
s6lo por dos generaciones, donde las madres estan afectadas y los hijos
presentan diferentes fenotipos, desde el patolégico compatible con MELAS en
ambos casos indice hasta uno de los hermanos asintomatico y sin mutacion
detectable en sangre en la familia 4. Sin embargo, llama la atencion el hecho
de que en ambos casos indices, el porcentaje de mutacién en sangre es menor
del que presentan sus hermanos, estando estos Ultimos asintomaticos. No
obstante, la diferencia entre el porcentaje que presenta el caso indice de la
familia 4 en sangre y en orina es considerable, por lo que para saber si
realmente el hermano tiene un mayor porcentaje de mutacion, seria necesario

una comparativa con muestras de orina.

En la familia 3 encontramos dos posibilidades: o bien que la madre del caso
indice se trate de mutacion de novo o bien que en ellay el resto de su familia el
porcentaje en sangre sea indetectable, pero en otros tejidos si podamos
encontrarlo. En este caso, el Unico miembro de la familia que presenta
sintomatologia es el caso indice, el cual fallece a causa de MELAS. La madre
presenta so6lo un 4% de mutacidén en sangre y sin embargo, su hijo, a pesar de

gue no se dispone del porcentaje exacto, ha fallecido a corta edad por MELAS.
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Esto se podria explicar por la caracteristica que presenta el mtDNA de
distribuirse de forma aleatoria entre las células hijas al dividirse. En el caso
indice se podria haber acumulado una gran cantidad de la poblacién mutante

de mtDNA de la madre, aunque en ella sea una cantidad poco significativa.

En la familia 5 se encuentra que, tanto el caso indice como su hermana,
presentan clinica que podria corresponder con MELAS, sobre todo en el caso
de ella. Sin embargo, en sangre no se detecta mtDNA mutado ni en ellos ni en
su madre. Se inicio la investigacion de MELAS a raiz del fallecimiento de la
sobrina del caso indice en Suiza con 11 afios. Por ello, la informacion
disponible sobre su caso esta basada en lo que la familia cuenta y, por tanto,
es bastante limitada. De lo que si existe certeza es que a la nifia se le realiz6
una biopsia muscular que resulté positiva para MELAS. En el estudio que se le
hizo posteriormente a su hermano, se encontré6 un 20% de la mutacion en
sangre, estando este asintomatico en el momento que se realiz6. A pesar de
que no se encontrara mutacion en el caso indice, su hermana y su madre, es
muy probable que en otros tejidos si se pudiese encontrar mutacion. Ademas la
madre de la nifia fallecida presenta mayor cantidad de sintomas e incluso acido

lactico elevado en sangre, datos que apoyarian dicha hipoétesis.

La familia 6 es un claro ejemplo de la forma heterogénea en la que se
distribuye el mtDNA mutado. Se puede comparar la situacion entre los hijos de
una mujer con un 1% de mutacion detectado en sangre. De siete hijos, sélo
una de ellas presenta clinica caracteristica de MELAS, estando el resto
asintomaticos en el momento del estudio. Los primeros de ellos presentan un
3% de mutacién, siendo los que menos, mientras que el caso indice alcanza un
31%. A pesar de que en principio parece que el porcentaje aumenta segun van
naciendo los hijos, esta tendencia no se cumple al tener la menor de las hijas

un porcentaje por debajo del que presenta el caso indice.

Con respecto a la familia 7, se observa la distribucién de la mutacién en tres
generaciones. A pesar de que se pudiera pensar en un principio que la
heteroplasmia presente va aumentando con el paso de las generaciones, se

puede ver que no se cumple al no detectarse mutacion en ningun tejido

33



estudiado en la hermana del caso indice. Este es el inico miembro de la familia

gue presenta fenotipo patolégico, con un comienzo en la infancia.

La familia 8 es la mas interesante de todas, puesto que representa a una gran
familia, con 19 miembros afectos por MELAS de los cuales 12 presentan
sintomas y 7 estan asintomaticos. De ellos, tres de las estudiadas murieron a
causa del MELAS: 11.1, 11.4, Ill.1. Se encuentra ademas que la mayoria de los
miembros sintomaticos (11/12) presentan sobre todo migrafia y sordera (9/12).
Ademas, por primera vez aparecen en este estudio sintomas psiquiatricos
(4/12), en varios de sus miembros. Se cumple que las muestras en orina
presentan mayor porcentaje de mutacion exceptuando en 3 casos (lll.2, 111.3,

IV.12) en los que fueron mayores en sangre.

Se puede observar como la primera mujer que presenta la mutacion (1.1) la
transmite a todos sus hijos, ocurriendo la misma situacion con todas sus hijas.
En casos donde hay tantos miembros es posible comprobar, como ya se sabia,
que esta mutacion es de herencia materna, pues ninguno de sus hijos afectos
tiene descendencia afecta. Es en la tercera generacion cuando aparece el
primer caso de una mujer (I11.3) que no transmite la mutacién a ninguno de sus
hijos. Asi mismo, se evidencia que las mujeres muertas por MELAS con
descendencia (ll.1, 11.4) si que tienen al menos uno de sus hijos con altos
porcentajes de mutacion. Una de ella, acabé muriendo (lll.1) y el otro (I11.12)

con patologia muy llamativa.

En general se podria decir que en numerosas ocasiones el porcentaje de
mutacion hallada en sangre no se correlacionaba con la sintomatologia que
presentaban los miembros estudiados. De hecho, en algunos casos con
sintomatologia e historia familiar muy sugerente de MELAS no se detectaba
mutacion en sangre. Sin embargo, si que existia mas relacion con los
porcentajes hallados en orina en aquellos casos en los que contabamos con la

muestra de este tejido.

Por tanto, teniendo en cuenta el objetivo principal de este trabajo, se podria
afirmar que a mayor grado de mutacién presentada en orina, mayor gravedad

clinica presentaban los pacientes.
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Asi mismo, se ha comparado los resultados sobre manifestaciones clinicas
obtenidos con los de otro estudio (tabla 1) para ver si existia relacion con los 45

pacientes que se examinaron en él. Los resultados fueron los siguientes:

Tipo de presentacién Incidencia ® (%) Incidencia (%)
Neuroldgica/neuropsiguiatrica

Dolor de cabeza 91 70
Pérdida sensorial 48 37
Depresion 32 15
Problemas de memoria 71 4
Visceral

Intolerancia al ejercicio 93 63
Pérdida auditiva 77 63
Baja estatura 33 15
Retraso del crecimiento 52 15
Diabetes 33 33
Enfermedad cardiaca 21 15
Alteracién gastrointestinal 64 26

Como se puede observar, el fenotipo de los pacientes del estudio y el de los de
este estudio coinciden en las patologias con mayor porcentaje de mutacién. La
Gnica que no lo hace es la pérdida de memoria. Esto se podria deber a la
diferencia entre las poblaciones estudiadas, ya que la de este estudio estaba

compuesta principalmente por pacientes adultos y nifios.
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5. Discusion

A pesar de los avances recientes en este campo, el sindrome MELAS sigue
siendo desconocido en muchos aspectos. Actualmente, con los medios
disponibles, la mejor alternativa para mejorar la supervivencia y la calidad de
vida de estos pacientes es el diagnéstico precoz y la prevencién de eventos
adversos (aquellos que requieren hospitalizacion de los pacientes y signifiquen

un empeoramiento del estado basal de los mismos).

Para el diagndstico temprano se han desarrollado una serie de cuestionarios
que sirven como primer cribado para estos pacientes, siendo estos usados en
muchos de los estudios que se han revisado en este trabajo. Para ello, los han
puesto a disposicion de los servicios de Neurologia, tanto pediatrica como para
adultos, y aquellos que han obtenido una puntuacion por encima de lo normal
han sido estudiados en busca de este sindrome ®”. En este estudio, asi
mismo, se ha llegado a la conclusion de que la mayor parte de pacientes con
forma de aparicion adulta pueden llevar una vida normal hasta el comienzo de
los sintomas (normalmente a partir de los 40 afios), a pesar de tener ciertos
sintomas caracteristicos de su enfermedad como intolerancia al ejercicio.
Ademas, parece que la forma de aparicion en adultos requiere mas tiempo para
que desarrollen sintomas significativos y para que la enfermedad empeore, no
presentando un porcentaje de mortalidad a corto plazo tan alto como la forma
pediatrica. Los adultos, ademas, segun este estudio, parece que tienden mas a

tener patologia como diabetes, sordera o migrafa.

Sin embargo, debido a que los pacientes con la forma juvenil de este estudio
tienen unos porcentajes mayores de mutacion en los distintos tejidos que los de
la forma adulta, pueden presentar complicaciones mucho mas graves a edades
tempranas, con una evolucion mas corta de la enfermedad, presentando un

fenotipo patolégico que no tarda en ser evidente.

Todo esto evidencia la necesidad de seguimiento de estos pacientes durante

largos periodos de tiempo para poder asi conocer mejor la historia natural de la
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enfermedad y hacer un tratamiento sintomatico acorde a las necesidades

propias de cada paciente.

Asi mismo, en algunos estudios se ha podido encontrar la misma
heterogeneidad que vemos en este estudio, siendo que en Reino Unido ® se
demostré que en pacientes con la mutacion presente, sélo la mitad de ellos
tenian el fenotipo clasico de enfermedad mitocondrial. Con ello se confirmé que
el diagnéstico podria no ser el adecuado en la otra mitad, si los profesionales
implicados en ello consideraban el diagnéstico so6lo en términos de “sindrome
completo” (que presentasen todos los sintomas tipicos de MELAS). En ese
estudio, s6lo el 10% de los pacientes tenian criterios diagnosticos de MELAS,
debido a que muchos de ellos presentaban una superposicién entre los
fenotipos clasicos. Ademas, llegaron a la conclusién de que, no sélo en el
sindrome MELAS, sino en todas la patologias mitocondriales asociadas a la
mutacion m.3242A > G, para su cribado habria sido suficiente tener en cuenta

la presencia de:
(1) MELAS, MIDD o un sindrome de superposicion;
(2) historia familiar materna de m.3243A > G;

(3) 3 o mas caracteristicas clinicas: cardiomiopatia, sordera, retraso del
crecimiento o disminucion cognitiva, diabetes mellitus, epilepsia, trastornos
gastrointestinales (estrefiimiento y / o sindrome del intestino irritable), migrana,
retinopatia. Con ello, todos los pacientes de su cohorte habrian sido

diagnosticados con la mutacién.

El hecho de que la gravedad de la enfermedad tenga relacidén con el porcentaje
de mutacion hallado, sobre todo, en muestras de orina, ayudaria a su estudio,
puesto que es una prueba no invasiva y que su realizacion esta al alcance en la

mayoria de los centros.

Por otra parte, se ha demostrado mediante el analisis de mdultiples variables
que hay tres factores asociados a la ocurrencia de efectos adversos “®: una
carga de mutacién en orina 245%, antecedentes personales de convulsiones e

hipertrofia de ventriculo izquierdo. La combinacién de estos parametros, todos
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relativamente simples de evaluar en la rutina clinica, se demostraron como
suficientes para clasificar a las poblaciones con MELAS con respecto al riesgo
de presentar eventos adversos a lo largo del tiempo, independientemente de
las manifestaciones fenotipicas que presenten los pacientes. Este estudio,
ademas, sugiere que la combinacion de porcentaje de mutacion en orina y
sangre podria contribuir a la mejora en la estratificacion del riesgo de
desarrollar estos eventos y podria tener un valor prondstico adicional. En
concreto, en pacientes con 245% de mutacion en orina y 235% de mutacién en
sangre en ese estudio tuvieron el mayor porcentaje del total de mortalidad y de

incidencia de eventos neuroldgicos y cardiacos.

No existe tratamiento curativo para este sindrome, siendo actualmente
paliativo. No obstante, estudios recientes ©% 3% parecen mostrar que los nifios
con MELAS tienen una menor produccion de oxido nitrico (NO), flujo de
arginina, concentracion de arginina plasmatica y flujo de citrulina. La
suplementacion con citrulina parece ser mas eficaz que la suplementacion con
arginina, ya que la citrulina aumenta la tasa de produccion de NO, los flujos y
concentraciones de arginina y citrulina y la tasa de sintesis de novo de arginina.
Este estudio evalué el metabolismo del NO en nifios con enfermedades
mitocondriales, sugiriendo que el deterioro de la produccion de NO se produce
desde la infancia en el sindrome MELAS vy, por tanto, el inicio del tratamiento
precursor de NO puede ser beneficioso en etapas tempranas de la vida. La
suplementacién de citrulina puede tener un efecto terapéutico mejor que la de
arginina, pero concluyen que se deberia seguir estudiando en futuros ensayos
clinicos para tener una mayor evidencia.

Por tanto, a pesar de haber avanzado mucho en este tiempo sobre el sindrome
MELAS, aun guedan muchos aspectos que necesitan ser estudiados para
intentar reducir lo méximo posible la afectacién que tiene la enfermedad en

familias con la presencia de esta mutacion.
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6. Conclusiones

Las conclusiones que he obtenido a partir de los resultados son:

1.

Existe una relacién entre los porcentajes de mutacién hallados en orina 'y

la gravedad clinica que presentan los individuos estudiados.

Por otra parte, los niveles presentes en células sanguineas parecen no
estar tan relacionados con la sintomatologia clinica. Esto se puede
observar en casos de pacientes de la misma familia con porcentajes de
MtDNA mutado muy similares en sangre. Sin embargo, uno de ellos se

encuentra asintomatico y el otro con clinica tipica de MELAS.

La expresion fenotipica de la enfermedad, incluso producida por la
misma mutacién, es totalmente variable. No obstante, se puede

encontrar cierta similitud clinica dentro de las mismas familias.

Debido a la forma caracteristica de distribucion del mtDNA entre células
progenitoras y progenie, el consejo genético que se puede ofrecer a
mujeres con esta patologia es muy limitado. Se ha podido comprobar
como madres asintomaticas con porcentaje bajo de mutacion en sangre

han tenido hijos con sintomatologia tipica de MELAS muy marcada.

Al tratarse el sindrome MELAS de una patologia conocida como “rara”
podemos ver que muchas veces se nhecesitan varios ingresos o la
muerte de un familiar (con posterior necropsia diagnostica de la
enfermedad) para que se sospeche esta patologia. Al no pensar en ella,
el diagnéstico acaba siendo por descarte. El retraso en el mismo
empeora la situacion basal de los pacientes. Si este tiempo se acortase
y se hiciese un seguimiento de estos individuos desde edad temprana,

se evitarian complicaciones y eventos adversos.
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6. La forma de presentacion en la infancia es mas grave que la forma del
adulto. Varios de los nifios de este estudio con manifestaciones en edad

pediatrica han fallecido a edad temprana.

7. Parece existir un porcentaje de mutacién a partir del cual el sindrome
MELAS se expresa con clinica tipica. Sin embargo, es dificil poner un
valor concreto como nivel minimo umbral puesto que, como se ha
podido comprobar, la presencia del mismo porcentaje de mutacion en

dos individuos diferentes dara una clinica distinta en cada uno de ellos.
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