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RESUMEN

Introduccidn: mutaciones en mtDNA causan citopatias mitocondriales, la mas comun de ellas
es el sindrome MELAS; la transiciéon A3243G en tRNA de leucina (tRNA, ) se presenta en 80% de
pacientes. La heteroplasmia, observada en citopatias mitocondriales, consiste en coexistencia
de moléculas mutadas y normales en una célula, situacion en la cual, dependiendo de su cantidad,
afecta su funcidn con expresion clinica variable.

Objetivo: evaluar el comportamiento de la cantidad de heteroplasmia de la mutacion 3243G en
su expresion clinica y en la dependencia de variantes nucleares.

Pacientes y métodos: se buscaron mutaciones en el gen que codifica para el tRNA de leucina
por secuencia y por PCR-RFLP en 34 pacientes, y se tamizd en familiares de los portadores de la
mutacion. Se tipificaron cuatro Specific Population Allele (SPA) en pacientes y familiares con la
mutacion A3243G.

Resultados: se hall6 la mutacion A3243G en el tRNA  en dos pacientes, luego de tamizar la
mutacioén A3243G en ambas familias se evalud la cantidad de mtDNA mutado (MDNA),
encontrando que los casos indices de ambas familias presentaron la mayor cantidad de MDNA;
en la primera familia se detectd la mutacion en 15 miembros que presentaron diversos sintomas.
En la segunda familia se detectd la mutacién en un miembro con paralisis cerebral, en dos con
migrafa y en uno asintomatico.

Conclusiones: la severidad de los sintomas se correlaciona con la cantidad de MDNA, se encontrd
ademaés correlacion entre mtDNA mutado (MDNA) y el Indice de Ancestria Amerindio en cada
individuo (IAA), indicando una posible influencia del contexto nuclear amerindio en la
segregacion y replicacién mitocondrial.
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SUMMARY

Behavior of the mtDNA mutation A3243G in two antioquian families
of patients with melas syndrome

Mitochondrial DNA mutations cause mitochondrial
cytopathies. Among them Mitochondrial Encepha-
lomyopathy, Lactic Acidosis, and StroRe-like episodes
(MELA) is the commonest. The transition 3243A>G in
the Leucine tRNA is present in 80% of the patients.
Heteroplasmy is observed in mitochondrial
cytopathies, characterized by the coexistence of mutant
and wild type molecules in a cell. Depending on the
level of heteroplasmy, function and clinical
manifestations might result affected.

Objective: To test the degree of heteroplasmy of the
mutation 3243G on its expression (syntoms) and
nuclear-variants dependence.

Patients and methods: Mutations in the tRNA  gene
were sought in 34 patients by sequencing and PCR-RFLP
Four SPA (specific population alleles) were typed in
patients and their relatives carrying the mutation
3943A>G.

Results: The mutation 3243A>G in the Leucine tRNA
gene was found in two patients. This mutation was
screened in their relatives and the amount of mutant
DNA (MDNA) was assessed. The index cases presented
with the higher amounts of MDNA in both families. In
family one, the mutation was detected in 14
members, three of which presented with short stature,
one with hearing loss, one with type 2 diabetes, 8 with
migraine and one healthy individual. In family two the
mutation was detected in one member with brain
paralysis, two with migraine and one healthy
individual.

Conclusions: Severity of the symptoms in patients
affected with MELAS is correlated with the amount of
MDNA. Furthermore, it was found a correlation
between MDNA and IAA, suggesting a possible effect of
amerind nuclear ontext in The mitochondrial
segregation and replication.
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INTRODUCCION

La mitocondria es una organela citoplasmatica de
células eucarionte que produce energia en forma de
ATD para la actividad celular,' proceso que se lleva a
cabo a través del ciclo de Krebs, cadena respiratoria
(CR) o cadena de transporte de electrones (ETC, por
sus siglas del inglés: Electron Transport Chain), y la
fosforilaciéon oxidativa (OXPHOS, por su siglas del
inglés oxidative phosphorylation), y participa ademaés
en procesos de apoptosis y sefializacion celular.®* Posee
dos membranas, una externa lisa y otra interna
plegada, formando crestas, donde estan ubicados los
complejos enzimaticos I al IV (ETC) y el complejo V,
donde se lleva a cabo la OXPHOS, complejos que son
codificados por el genoma nuclear (nDNA) y el DNA
de la mitocondria (mtDNA);? este tltimo, igual que las
demés moléculas necesarias para la biosintesis
mitocondrial, estd contenido por la matriz.* Cuando
se altera la funcién mitocondrial se afecta la sintesis
de ATDP y se puede originar un tipo de trastorno del
metabolismo oxidativo mitocondrial conocido como
cistopatia mitocondrial,’ caracterizado principalmente
por presentar afeccién multisistémica;>” debido al
doble control genético al que estd sometido esta
organela' dicho trastorno puede originarse por
mutaciones en el nDNA o en el mtDNA.?

El mtDNA se identificé en la década de los 60, y en los
humanos fue secuenciado en 1981;° es una molécula
circular de doble cadena de 16.569 pares de bases,**
presente en cientos de copias por célula;' no posee
intrones, codifica para 22 RNA de transferencia (tRNA),
2 RNA ribosomales (rRNA) y 13 polipéptidos®** y tiene
una tasa mutacional diez veces mayor que la del
nDNA.'*'2 Aunque es heredado de la madre,'" '* existen
algunos reportes de herencia mitocondrial paterna;'*'s
la cantidad de mitocondrias en una célula dependeré
de su requerimiento energético.?

Durante la division celular, las mitocondrias se
distribuyen al azar entre las células hijas, y por ende,
sus genomas,'' originando dos situaciones: que todas
la moléculas en una célula o tejido sean del mismo
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tipo (homoplasmia), o que sean de dos tipos diferentes
(normales y mutadas) (heteroplasmia)."'® El fenotipo
de una celula heteropldsmica dependeréd del
porcentaje de mtDNA mutado que posea, con posibles
variaciones que van desde menos del 1%, situacion en
la que se generaria una complementacion de la funcién
por parte de las moléculas normales, hasta més del
95%, cuando no se logran suplir las necesidades
energéticas y se presenta el fenotipo anormal.” Esta
segregacion al azar de las mitocondrias ha sido
reevaluada en diversos trabajos en los que se han
asociado genes nucleares que actian de manera
cuantitativa (QTLs, por sus siglas del inglés:
Quantitative Trait Locus) para dirigir la segregacion,
por lo cual el grado de heteroplasmia puede depender
del contexto genético nuclear en que se encuentre la
mitocondria. '™ '8

Las citopatias mitocondriales constituyen un variado
grupo de trastornos causados por deficiencias en la
produccién de ATP por parte de la mitocondria,>"!'*%
que se caracterizan por presentar heterogeneidad
fenotipica —clinica-,'*%? endofenotipica -bioquimica-,’
y genética.®* Las mutaciones pueden agruparse en
dos categorias: reorganizaciones grandes, y con mayor
frecuencia, mutaciones puntuales;**? cada vez es
mayor el reporte de mutaciones en mtDNA asociadas
a alguna condicién patoldgica,” '° las que pueden
ocurrir en rRNA, tRNA, o en genes que codifican para
proteinas de los complejos de CR y OXPHOS. Cerca
del 58% de las mutaciones puntuales patogénicas en
mtDNA reportadas se presenta en tRNAs*, y una de las
mas frecuentes es la A3243G en el gen tRNA |
responsable de un sindrome caracterizado por
episodios de encefalomielopatia mitocondrial, acidosis
lactica, y episodios similares al stroke (sindrome
MELAS, por sus siglas del inglés: Mitochondrial
Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Strokelike
episodes) condicion identificada en 1984;%” dado el gran
numero de mutaciones que se presenta en este gen en
individuos no relacionados, ha sido considerado como
“punto caliente” de mutaciones.*

Elsindrome MELAS, descrito por PavlaRis en 1984,%" es
generalmente de herencia maternay se caracteriza por
encefalomiopatia, acidosis lactica, accidentes
cerebrovasculares (stroke) y/o fibras rojas rasgadas en
tejido muscular (RRF por sus siglas del inglés: Ragged-
red fibres).!” Puede acompanarse, ademas, de cefalea

tipo migrafia, vomito recurrente, debilidad muscular
y estatura corta.?' Fue la primera citopatia asociada
con una mutacion puntual en mtDNA, consecuente
con una transicion de Adenina — Guanina (A—QG) en
la posicidn 3243, en la region que codifica para el
tRNALeu;'** esta transicion es responsable del 80% de
los casos de MELAS®>"' y presenta una gran
heterogeneidad genética.>**

EItRNA  esta codificado entre los nucledtidos 3230y
3304, y contiene el factor de terminacién de la
transcripcion mitocondrial (nTERF-, por sus siglas del
inglés: Mitochondrial transcription termination factor-
[nt3229- nt3256]), necesario para la terminacién del
transcrito ribosomal 16S; es flanqueado por los genes
que codifican para el TRNA 16S (1671-3229) y el gen de
la NADH deshidrogenasa 133 (3307-4262)*. Todas las
mutaciones asociadas con sindrome MELAS son
heteroplasmicas, con més del 80% del mtDNA mutado
en musculo; la expresion, dependiente de las
proporciones de genoma mutante en musculo y
cerebro, se hace manifiesta cuando este porcentaje
excede el 60%.>"'*** El mtDNA mutado en células
sanguineas es dificil de detectar, pues por la alta
proliferacién celular su cantidad en ellas es muy
escasa.”?" El efecto de A3243G en la funcién
mitocondrial se produce bésicamente en las
subunidades con mayor contenido de residuos de
Leucina (MT-ND3 y MT-ND6) del complejo proteico I de
la CR, situacion evidenciada por la deficiencia que este
complejo ha mostrado en pacientes con la mutacion.”
Una deficiencia en el complejo proteico I podria
disminuir el gradiente electroquimico a través de la
membrana mitocondrial interna y Ilevar a una
disminucién de la respiraciéon y de la sintesis de ATRP%

El mecanismo molecular que puede explicar el
sindrome MELAS, como efecto de la transicion A3243G,
no ha sido dilucidado totalmente, sin embargo, por
acercamientos con células cibridas,* se evidencian las
implicaciones de dicha mutacidn sobre la sintesis de
proteinas, dadas por cambios conformacionales del
tRNALeu(UUR) mutado, entre las cuales se encuentra
la perdida de la especificidad de la Leucil-tranferasa,**
que conlleva a la sustitucidon de leucina por fenilalanina
en las proteinas mitocondriales, 0 a una terminacién
prematura de la traduccién.* La disminucion en la tasa
de sintesis de proteina (entre 20 — 40%) como efecto de
la reduccién en el numero de ribosomas es otro
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mecanismo que se ha dilucidado.* Se han realizado
numerosos trabajos en los que se observa asociacion
de esta mutacion con otros trastornos diferentes del
sindrome MELAS, como sordera* diabetes mellitus
tipo 23!40474¢ v migrafa.**° Esta variabilidad en la
presentacién clinica de la mutacion puede ser debida
a la cantidad de heteroplasmia o al contexto genético
nuclear.

En este estudio nos proponemos describir las
caracteristicas clinicas y la correlacién genotipo-
fenotipo de dos familias colombianas con la mutacién
MELAS, y evaluar el efecto del contexto genético
nuclear en la segregaciéon mitocondrial.

MATERIALES Y METODOS

Depuracion del fenotipo

Se incluyeron pacientes remitidos al laboratorio de
Genética Molecular de la Universidad de Antioquia por
neurdlogos de diferentes instituciones de la ciudad y
por los autores, que cumplieran por lo menos con dos
de los siguientes criterios:?!

- Episodios parecidos a apoplejia (hemiparesia,
hemianopsia, ceguera cortical y afasia), con
Tomografia Axial Computarizada (TAC) y/o
Resonancia magnética nuclear (RMN) que
evidenciaran anormalidades focales, principalmente
occipitales o en ganglios basales.

- Acidosis lactica en sangre y/o liquido céfalo-
raquideo, y/o fibras rojas rasgadas en biopsia
muscular.

- Convulsiones generalizadas o focales, demencia,
vomito y cefalea recurrente.

- Asociaciones de sintomas y signos descritos en la li-
teratura relacionados con sindrome MELAS, tales
como: talla baja, intolerancia al ejercicio, sordera,
bloqueo cardiaco, ataxia cerebelosa, atrofia optica,
oftalmoplejia externa progresiva, retinitis pigmen-
taria, diabetes mellitus tipo 2 de herencia materna,
migrafa y hemiplejia.

Se reunieron 34 pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion antes citados, a quienes se les
extendieron las respectivas genealogias con el fin de
incluir familiares que presentardn algunos de los
sintomas anteriores.
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Muestras

Previo consentimiento informado se tomaron muestras
de sangre, mucosa oral y/o musculo a cada individuo,
y se recolectd un volumen de 5 mL de sangre en tubos
VACUTAINER® con EDTA; la mucosa oral se obtuvo
empleando enjuagues bucales con 10 mL de solucion
salina al 0,9%, y la muestra de musculo por biopsia del
deltoides, dividida en dos partes, una de las cuales se
envio al laboratorio de Patologia y otra al de Genética
Molecular (GENMOL) de la Universidad de Antioquia;
Todas las muestras fueron almacenadas a —20 °C hasta
que fueran procesadas.

Analisis bioquimico e histoldgico

A 12 delos 34 pacientes (35,3%) se les evalud el nivel de
lactato, y a 4 (11,8%) se les realiz6 estudio histoldgico
para busqueda de fibras rojas rasgadas. A 12 pacientes
(35%) se les evaluo el nivel de lactato y a 4 (11,7%) se
les realizo estudio histoldgico para busqueda de fibras
rojas rasgadas.

Genotipificacion

En todas las muestras se extrajo el DNA utilizando el
metodo modificado de fenol-cloroformo. Para
identificar mutaciones en el gen mitocondrial que
codifica para el tRNA _ se amplifico la region de
mtDNA entre los nucleétidos 3162 y 3680, que contiene
dicho gen y parte del gen NAD deshidrogenasa 1,
usando los cebadores F 5 cgccttccecccgtaaatgat 3° y R
5'gccgatcagggcgtagtttg 3°. EI producto de
amplificacion esperado es de 537 pb. Las reacciones
de amplificacidén se realizaron en 25 uL bajo las
siguientes condiciones: 2,5 uL de Buffer, 10X, Gibco
BRL®; 1,25 uL de cada cebador 10uM; 0,75 uL de MgCI2
50 uM; 0,5 uL de dNTPs 10 uM; 0,125 uL de Taq
polimerasa, Gibco BRL®, 5 U/uL; 2 uL de DNA a la
concentracion de 8 mg/uL, y se completaron los 25 uL
con agua ultrapura. El perfil térmico para las
amplificaciones fue el siguiente: 10 min. a 94 °C, 30
ciclos (94 °C, 30 seg; 56 °C, 30 seg; y 72 °C, 30 seg) 72 °C,
10 min. El producto de esta amplificacidn se visualizo
por electroforesis en gel de agarosa al 1% tenida con
0,5 mg/uL de bromuro de etidio (EtBr). Estos productos
se purificaron con el Kit de Promega® (Wizard® PCR
Preps) y se secuenciaron por medio del método de
Sanger de dANTP acoplado a PCR; las reacciones de
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secuencia se realizaron en 20uL asi: 2 uL del producto
amplificado y purificado equivalentes a 5 ng de DNA;
6 uL de la mezcla de PCR TRR, ABI PRISM®, BigDye™
Terminator Cycle Secuencing (que contiene los dNTPs,
ddNTPs marcados, Taq Polimerasa Gold. Buffery MgCl).
4 uL del cebador F 0,8 uM, y se ajusté el volumen con
agua ultrapura. El perfil térmico de la reaccion fue
el siguiente: 25 ciclos (96 °C, 10 seg; 50 °C, 50 seg; 60 °C,
4min).

Los productos de la reaccién de secuencia se resolvieron
por medio de electroforesis capilar en un Analizador
Genético ABI 310, que colecta los datos a través de los
programas ABI Prism 310 Collection y DNA Sequencing
Analysis Software de Applied Biosystem version 3.0. Las
secuencias fueron editadas y comparadas con los
programas Chromas versién 1.61 (Chromas. 1.61 edn,
2000), Visual Sequence Editor, version 1.1 (Peters K. Visual
Sequence Editor. 1.1), y GeneDoc Versidén 1.1.004.

Las muestras de familiares con sospechas de poseer la
mutacion A3243G por linea materna se tipificaron
utilizando el método PCR-RFLP para identificarla
directamente, teniendo en cuenta que el cambio de
A — G genera un sitio de restriccion para la enzima
Apa I. EI producto de PCR (537 pb) se someti6 a
digestién con dicha enzima (Promega®) con las
siguientes condiciones: 0,2 uL. de Apa I (10 U/uL), 0.2uL
de BSA, 100X, 2 uL. de Buffer y 20 uL del amplificado
durante 12 horas. Los productos de las digestiones se
analizaron por electroforesis en agarosa al 1,5% tefiida
con EtBr; la generaciéon de dos fragmentos (456 y 81
pb) indicaba la existencia de la mutacién. En un
Analizador de Imégenes de BioRad, con el programa
Quantity One, se cuantificé por densitometria la
cantidad de mtDNA mutado, usando para ello un
control de DNA con concentracién conocida.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados moleculares

Se obtuvieron 44 secuencias (34 correspondieron a los
pacientes incluidos inicialmente en el estudio, 5 a
familiares de pacientes en quienes se detectd la
mutacién, y 5 en controles), 9 de las cuales se
compararon con una secuencia consenso,
encontrando cinco polimorfismos (cuatro en el gen
ND1 y uno en el gen tRNA ). En el gen NDI se

encontraron dos cambios timina — citosina (T—C) en las
posiciones 3336y 3396, localizados en la region codificante
que no interfiere con la secuencia de la proteina por
situarse en el tercer nucleétido del coddn; uno citosina
— timina (C—T), en la posicién 3560, que como los
anteriores es una sustitucion sinénima, y finalmente, otro
A—Genla posicidn 3547, que cambia isoleucina por valina
en la proteina de 11 pacientes (32,35%); en el gen tRNA,_|
se detect6 la mutaciéon A—G en la posicion 3243 (Figuras
lay 1b) en dos pacientes.

Se comprobd que el cambio A—G en la posicidn 3547 en
el gen ND1 es un polimorfismo cuando se detecta en
personas sin antecedente de mitocondriopatia,® pero
podria estar en desequilibrio de ligamiento (DL) con
mutaciones implicadas en citopatias mitocondriales, por
lo que se utilizé un marcador mitocondrial consistente en
una delecion de 9 pb entre los genes COIl y tRNALys que
determinan el haplogrupo B mitocondrial.* Se encontrd
que 82% de los pacientes con G en la posicidn 3547 pre-
sentaron la delecion, asi como el 23% que tenian A, o
cual indica que dicho polimorfismo no estd en DL con
una mutacion responsable de sindrome MELAS.
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Figura 1a

Figura 1b

Figura n.° 1: Electroforograma donde se muestra la posicion 3243
del mtDNA. a) Posicion 3243G paciente M45; b) Posicion 3243A/G
paciente M43. R=A46G.
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Con los resultados anteriores, la investigacion se centrd
en analizar los dos pacientes en los que se detecto la
mutacién A3243G. En este sentido se hizo inicialmente un
estudio clinico exhaustivo de cada uno, y luego, para el
paciente M45, la cuantificacion del MDNA por el medio
PCR-RFLP y densitometria en sangre, musculo y saliva;
en el paciente M43 [a mutacion solo se pudo evaluar en
sangre debido a que murio recién iniciado el estudio; por
ultimo, se extendieron las genealogias de cada uno de
estos pacientes con el fin de detectar la mutacién en sus
familiares por el método PCR-RFLP

Analisis clinico de los pacientes
Ma45

Nino de diez anos de edad, de sexo masculino, producto
de embarazo a término, nacido por parto vaginal sin
complicaciones, intervenido quirdrgicamente en las
primeras horas de vida por ano imperforado. Desarrollo
motor normal, con antecedentes de dislalia. A los seis
anos presentd cambios en el comportamiento: hablaba
pOCO, no jugaba con otros ninos, se mostraba irritable,
insomne y anorexico, y tres meses después presentd
cefalea frontal seguida de inconsciencia de una hora de
duracién, manifestaciones que se acompafaron de fiebre
y vOmito; dos horas mas tarde presenta un nuevo
episodio caracterizado por mirada perdida, ruptura de
contacto, hipotdnia e inmovilidad durante una hora,
seguido de estatus convulsivo focal motor del
hemicuerpo izquierdo durante 72 horas, con ataxia y
hemipearesia izquierda residuales por 15 dias. Ocho
meses después presentd nuevo estatus convulsivo focal
motor, clénico izquierdo, luego del cual queda con
disartria, pérdida de la memoria, inestabilidad para la
marcha y dificultades de la atencion y del aprendizaje.
Posteriormente presentd episodios repetidos de estatus
convulsivos de iguales caracteristicas, que le causaron
gran deterioro motor y cognitivo.

Alos nueve afios de edad, con peso de 20 kg, perime-
tro cefdlico 49,4 cmy talla de 1,23 m; fue hospitalizado
por crisis parciales complejas con generalizacién toni-
co clonica; al examen fisico se encontrd paladar oji-
val, implantaciéon baja de pabellones auriculares,
pectum carinatum, hipotrofia muscular generalizada,
con fuerza muscular normal; no habia compromiso
de pares craneales, ataxia o alteraciones en la coordi-
nacién. Se trataba de un nifio diestro, que no escribia
los nameros ni las vocales, presentaba dispraxia
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construccional y dificultades visoperceptuales; no re-
conocia figuras geométricas, pero si nombraba partes
del cuerpoy objetos que se le sefialaban y tenia buena
compresion del lenguaje. Durante la hospitalizacion
se encontro lactacidemia de 4,4 mmol/L (valores nor-
males 0,7-2,1lmmol/L); la histologia muscular, el
ionograma, el pH sanguineo y los gases arteriales fue-
ron normales.

M43

Joven de 17 anos, de sexo masculino, con historia de
desarrollo psicomotor normal, y antecedentes de
cefalea hemicranea izquierda pulsatil acompanada de
fotopsias desde los ocho afos de edad. Fue
hospitalizado a los diez afios por presentar un cuadro
clinico de dos semanas de evolucién consistente en
fiebre y malestar general, dolor y debilidad muscular
generalizados que le impedian la marcha. Al examen
fisico se encontrd cuadriparesia flacida de predominio
distal, arreflexia osteotendinosa generalizada, respuesta
plantar flexora, marcha ataxica con steppage, signo de
Gowers presente, hipotrofia muscular generalizada y
sensibilidad normal; su peso fue de 20,5 kRg. Un afio
después presentd episodio de cefalea y debilidad
muscular generalizada, con recuperacion completa en
un mes. La concentracioén de proteinas en liquido
cefalorraquideo (LCR) fue de 58 mg/dL, la de glucosa
de 71mg/dL y el recuento de leucocitos de 10/uL. La
electromiografia mostro retardo de la latencia motora
distal en ambos nervios peroneales, con respuestas de
baja amplitud, sin respuesta sensitiva en surales y
cubitales y con signos de denervaciéon en musculos
explorados, hallazgos indicativos de neuropatia
sensitiva motora axonal.

Alos 15 afnos se hospitaliza por cefalea global intensa
de cuatro meses de evolucion que no cedia facilmente,
con disminucién de la agudeza visual, afasia y
compromiso de la conciencia en los ultimos diez dias.
Al examen fisico presentaba frecuencia cardiaca de
80/min, frecuencia respiratoria de 20/min, estaba alerta,
orientado y con disminucién de la agudeza visual; el
fondo de ojo fue normal. Adicionalmente se
encontraron marcha ataxica y dismetria, retraso
pondoestatural y del desarrollo sexual y edad 6sea de
10,5-11 afnos. Un mes después tuvo un episodio de
afasia expresiva, crisis focales motoras derechas y
ceguera transitoria; se realiza una resonancia
magnética (RMN) cerebral que mostrd alteracion de
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sefial en secuencia T2 con compromiso de corteza y
sustancia blanca subcortical en los I6bulos temporal,
occipital y parietal izquierdo, con “efecto de masa”;
en la secuencia T1 se apreciaron alteraciones de la sefial
de ganglios basales (globus palidum) debidas a
calcificaciones. EIl VDRL fue “no reactivo”, la
dosificacion de testosterona libre fue de 0,008
pg/mL (prepuberes: 0,006-0,038 pg/mL; pubertad y
adolescentes: 12,4-40 pg/mL) y la de somatomedina C
de 194 ng/mL (normal: 4-100 ng/mL).

A la edad de 17 anos fue hospitalizado por presentar
cefalea intensa frontoparietal izquierda, parestesias y
disestesias en labios, lengua y mano izquierda, crisis
clénicas del miembro superior izquierdo y hemiparesia
izquierda; al examen se encontrd logorreico, confuso
e inestable; el fondo de ojo fue normal, pero presentaba
paresia del recto externo izquierdo, paresia facial
central izquierda, hemiparesia izquierda, Babinski
derecho, repuesta plantar neutra izquierda y
hemihipoestesia izquierda. Se encontrd un nivel sérico
de lactato 5,9 mmol/L (normal 0.7-2.1 mmol/L), y la
electromiografia fue de tipo miopatico. Una tomografia
axial computarizada (TAC) mostré hernia subfacial
hacia la izquierda, con edema cerebral del hemisferio
derecho, realce giriforme y colapso del sistema
ventricular. Una resonancia magnética nuclear (RMN)
cerebral mostrd infarto cerebral en territorio de la
arteria cerebral media derecha, con colapso ventricular
ipsilateral y desviacién de la linea media a la izquierda;
lesidn isquémica en estadio agudo. En region parietal
izquierda zona hipointensa en T1 e hiperintensa en T2,
con aumento del sistema ventricular ipsilateral por
infarto antiguo. EI EEG fue anormal, revelando
enlentecimiento y desorganizacién de los ritmos
basicos. Posteriormente presenta deterioro
neurolégico con cefalea severa, papiledema bilateral
grado II, paresia fasciobraquial izquierda que requiere
hospitalizacién en la unidad de cuidados intensivos,
evolucionando hacia coma y muerte.

Analisis de genealogias

Enla Figura n.® 1 se presenta la genealogia del paciente
M45, en la cual se detectd la mutacién en los miembros
1.2, IlI:4, I1L:8, 1lI: 14, I1: 17, [11: 19, 1V:2, [¥:9, IV: 13, IV: 15,
V.16, IV:17, I¥:18, I¥:19 vy V.2, o cual demuestra la
segregacion matrilineal de dicha mutacién a partir de
las hijas de II:4 y II:2, a pesar de que en ellas no se

encontrd la mutacion, debido posiblemente a que la
tipificacion se realizo a partir de células de la mucosa
oral, en las cuales, igual que sucede en la sangre, el
nivel de la mutacion decrece con la edad.?'*

Al realizar la cuantificacion del MDNA se encontré que el
tejido muscular del paciente M45 presentaba la mayor
cantidad (Figura n.° 2); en los miembros de la genealogia
se detectd asociacion de diversos sintomas con el grado
de heteroplasmia (ver tablan® 1).

Estos resultados sugieren que segtin el nivel de MDNA en
los distintos érganos o tejidos, la mutacion A3243G puede
expresarse clinicamente desde un cuadro grave de
MELAS, hasta una talla baja. De los 15 individuos de la
familia en los cuales se detectd la mutacion, solo aquellos
que tenian niveles muy bajos de MDNA, como V:2 (3% de
MDNA), [¥:2 (6% de MDNA), [V:15 (3% de MDNA) y II1:14
(15% de MDNA), no describian ningtin sintoma, incluyendo
II:4 y I1:2 (0% de MDNA), quienes con mas 60 anos eran
sanas con respecto a mitocondriopatias o entidades
asociadas. El mayor porcentaje (68% de MDNA) se
encontrd en musculo del paciente M45, diagnosticado
con sindrome MELAS. Uno de los resultados mas
interesantes con el andlisis de esta familia es que de 15
miembros que presentaron la mutacién, 10 tenian
migrana, lo cual sugiere que la etiologia de algunas
migrafias complicadas puede relacionarse con MDNA en
baja proporcion, y por lo tanto dificil de detectar en sangre
oen células de mucosa oral.

Conrespecto a la familia del paciente M43 (figuran®. 3y
tabla n®. 1) la mutacion fue detectada en cuatro
familiares, los cuales, como en la familia anterior, exhibian
diferentes proporciones de MDNA asociados con algunos
sintomas, como migrafia en dos casosy paralisis cerebral
espastica asociada a displasia cortical bilateral extensa
en otro,. El hallazgo de migrafia en dos de los cuatro
individuos con la mutacién en esta otra familia sugiere
de nuevo alguna relacién con su origen, asi como con la
de un umbral minimo requerido para la aparicion de
sintomas.

Se ha sugerido la asociacién de migrafia con la mutacion
A3243@G, considerando también la similitud entre los
cuadros observados en migrafia complicada y MELAS,
particularmente la presencia de lesiones isquémicas
occipitales asociadas a cefalea migrafiosas.*

2]
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Figuran.c 1: Genealogia del paciente M45, los individuos 111:2, 111:4, 111:8, 111:14, 111:17, 111:19, IV:2, IV:9, IV:13, IV:15, IV:16, IV:17,
IV:18, IV:19y V:2 son portadores de la mutacion en diferentes proporciones (ver texto). Los individuos 11:2, ll1:1. 11I:3, 11I:5, 111:9,
lI:10, 1I:11, 11213, 115, HEN:16, 111:18, IV:5, 1V:6, IV:7, IV:10, IV:12, IV:14 y V:2 no fueron evaluados
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Figura n.c 2: Producto de la digestion del mtDNA con la enzima
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El modelo propuesto para la segregacion de las
mitocondrias a cada uno de los tejidos embrionarios
durante el desarrollo del cigoto consistia en que se recibia
de la madre un porcentaje de mtDNA mutado, el cual
segregaba a las células que dan origen a los diferentes
tejidos de manera estocéstica, de tal manera que el efecto
de las mutaciones mitocondriales depende de la cantidad
de mtDNA mutado que determinados tejidos reciben
durante su diferenciacion, siendo mds drastico en tejidos
con alto gasto energético y poco poder de proliferacion.
Este modelo ha sido reevaluado actualmente, pues hay
reportes en los cuales se demuestra que la segregacion
mitocondrial es determinada por genes nucleares que
funcionan como QTLs.!"!® Considerando lo anterior,
se decidi6 hacer un acercamiento al contexto genético
nuclear con el fin de evaluar el efecto que podria tener
sobre la cantidad de mtDNA mutado y su asociacion a
diferentes sintomas en los miembros de las dos familias
analizadas. A este respecto, y basados en los hallazgos
que se han obtenido sobre la composicidn genética de
la poblacién antioquefa,* se decidid evaluar el efecto
que el contexto del genoma nuclear, en lo referente a
la composicidén ancestral, podria tener sobre el
porcentaje de MDNA, y en consecuencia, en la
segregacion mitocondrial o en la replicaciéon
diferencial de mtDNA. Para esto se tipificaron cuatro
marcadores bialélicos que discriminan las tres
poblaciones ancestrales en 60 muestras tomadas a 43
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pacientes y 17 familiares de los dos positivos para la
mutacion, y en 60 muestra tomadas a controles sanos, es
decir, marcadores alelo especificos de poblacion (PSAs);
las condiciones de su genotipificacion fueron tomadas
de un grupo de este tipo de marcadores implementados
por Parra et al.>® Los resultados que se obtuvieron fueron
los siguientes: la prueba de neutralidad HWE (por sus
siglas del inglés: Hardy Weinberg Equilibrium) para los 4
marcadores en las dos poblaciones de estudio no fue

significativa en ninguna de ellas, por lo cual pueden
hacerse los andlisis posteriores asumiendo equilibrio;
ademads, la medida de distancia genética entre las dos
poblaciones utilizando el estadistico de Wrigth (Fst) dio
como resultado un valor de 0,01 para los cuatro
marcadores utilizados, lo cual significa que las diferencias
que se encuentren no son debidas a estructuracion entre
ellas (Fst > 0,05).

Tablan.° 1. Caracteristicas dlinicas y porcentajes de MDNA en las familias M45 y M43

Familia Individuo MDNA

1 :2 8%
2 I1:4 5%
3 :8 23%
4 l:11* NE
5 lI:14 15%
6 :17 18%
7 1I:19 20%

M45 8 IV:2 6%
9 IV:9 45%
10 IV:13 30%
n IV:15 3%
12 IV:16 9%
13 V17 40%
14 IV:18 20%
15 IV:19 35%
16 V:2 3%
1 -6 9%
2 IV-1 8%
3 IV-2 6%

M43 4 Iil-7 4%
5 -1 0%
6 -1 0%
7 -2 0%

NE: no evaluado

*Hermana gemela que murid a los 34 afios de edad con sindrome MELAS con migrafia

Manifestaciones
Migrana
Asintomético
Fatiga y migrafias sin aura
Lactacidemia, hipoacusia, talla baja, retardo mental leve, migrafia.
Migrafia, diabetes y pérdida visual
Migrafia, diabetes, pérdida visual e hipoacusia
Migrafia
Asintomético
Hipoacusia
Migraia y convulsiones con hipoacusia
Asintomatico
Migrafia
Talla baja y migrafia
Talla baja y migrafia
Talla baja y migrafia
Asintomético
Migrana
Migrana
Pardlisis cerebral asociada a una displasia cortical bilateral extensa
Asintomético
Asintomético
Asintomético

Asintomatico
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Figuran.°3: Arbol genealdgico del paciente M45, los individuos l11:2,
ll1:4, 111:8, 111:14, 1I:17, 11219, IV:2, IV29, IV:13, IV:15, IV:16, IV:17,
IV:18, IV:19 y V:2 son portadores de la mutacion en diferentes
proporciones (ver texto). Los individuos 11:2, 11I:1. 11I:3, 111:5, 111:9,
11:10, 11:11, 113, 1115, 1E:N1:16, 111:18, IV:5, IV:6, IV:7, IV:10, IV:12
y IV:14 no fueron evaluados

Teniendo en cuenta lo anterior se espera que las
diferencias en cuanto a frecuencias genotipicas sean
asignadas al estatus de enfermedad entre las
poblaciones, para ello se decidi6é buscar dichas
diferencias haciendo analisis de genotipos multilocus
y utilizando como estimador el indice de ancestria
amerindia (IAA), teniendo en cuenta que las
mitocondrias detectadas en los individuos con la
mutacion tienen origen amerindio (haplogrupo B); lo
anterior se hizo tanto para los diplotipos multilocus
modales de cada grupo (datos no mostrados), como
para los individuos en los cuales se detecto la mutacién
A3243G. [AA se calcula como el logaritmo de la razén
de disparidad entre la maxima verosimilitud de que
un genotipo multilocus dado ocurra en la poblacion
amerindia (LA) y la que ocurra en poblacién europea
(LE), Log de LA/LE.

LAy LE se calcularon utilizando las frecuencias alélicas
de las dos poblaciones y teniendo en cuenta la
distribucion genotipica de HWE.

El TAA para los genotipos modales fue de —0,099 y —
1,38 en casos y controles, respectivamente, lo cual
quiere decir que la ancestria amerindia es mayor en el
grupo de casos que en el grupo control. El cdlculo de
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los IAA para los individuos que presentaron la mutaciéon
en la familia M45 se comparé con la cantidad de MDNA.
Para probar si habia una correlacién entre MDNA e [AA,
se realiz6 un andlisis de correlacidn y se encontrd que
a mayor valor de [AA se presentaba un mayor
porcentaje de MDNA, es decir, la mayor ancestria
amerindia muestra una tendencia a aumentar la
cantidad de MDNA, con un coeficiente de correlacion
de 0,8548. Este hallazgo se corrobora con el andlisis
de la familia del paciente M43, ya que a pesar de que
no pudo hacerse andlisis de correlacidén porque se
encontraron solo dos genotipos, 19 (en M43) y 21 (en
[II:2, 11I:6, IV:1 y 1V:9), se encontrd que IAA presenta un
valor muy alto (1,19 y 1,56, respectivamente).

Con este hallazgo puede decirse que la segregacion
mitocondrial en esta familia esta influida por alelos de
genes QTLs de origen amerindio, es decir, la cantidad
de mtDNA mutado en una mitocondria de dicho origen
depende de genes nucleares amerindios para su
caracter heteroplasmico, y por ende para la expresion
patoldgica.

La verificacion de estos hallazgos requiere la realizacion
de més investigaciones que lo repliquen, mientras
tanto, deben ser considerados con cautela.

CONCLUSIONES

- Seencuentra una fuerte asociacién entre la cantidad
de MDNA detectado en sangre y saliva y sintomas
que se han asociado al sindrome de MELAS, como
talla baja y sordera, sin embargo, o mds rescatable
es la asociacion clara con migrafa sin aura.

- En humanos pudiera existir un efecto del contexto
genético nuclear y la cantidad de MDNA, pues con
nuestro trabajo se apoya la hipdtesis de que la
segregacion mitocondrial o replicacion diferencial
entre MDNA vy normal es dirigida por genes nucleares.

Elinterés por el estudio de las citopatias mitocondriales
ha crecido enormemente debido al gran aumento de
pacientes diagnosticados con estos trastornos, los que
ademaés se pueden expresar a cualquier edad.
Igualmente, muchas de estas mutaciones se trasmiten
por l[inea materna, como se ha indicado anteriormente,
o que hace que el diagnostico en un individuo pueda
tener implicaciones para muchas generaciones de una
familia.
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