RePORTES BREVES

Mutacion de ADN mitocondrial A3243G
y expresion fenotipica heterogéenea

RESUMEN

Introduccion: las mutaciones del ADN mitocondrial
(ADNmt) se asocian a multiples manifestaciones
clinicas que afectan diferentes sistemas corpora-
les. El diagndstico puede establecerse en bases
clinicas, hallazgos histopatol6gicos, anormalidades
bioquimicas de la cadena respiratoria o estudio del
ADNmt.

Caso clinico: paciente con afeccién multisistémica,
de sistema neurolégico, cardiovascular y endocri-
no. Se estableci6 el diagnéstico clinico de sindrome
de MELAS (encefalomiopatia mitocondrial, acidosis
lactica y episodios apoplejiformes). Se aisl6 ADN
de sangre periférica y en el Laboratorio de Neuro-
genética Molecular del Departamento de Neurolo-
gia de la Universidad de Columbia en Nueva, se
amplific6 ADN mitocondrial mediante reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), y mediante enzimas
de restriccion se hizo andlisis de polimorfismos de
ADNmt. Se encontré la mutacién puntual de un
nucleétido de adenina (A) por guanina (G) en la
posicién 3243 del ADNmt.

Conclusiones: las mutaciones del ADNmt suelen
ser diagnosticadas con poca frecuencia, no obs-
tante su relativa alta prevalencia en poblaciones
especificas. Se hace una revisién sobre las muta-
ciones del mismo y expresion clinica asociada.

SUMMARY

Background: mitochondrial DNA (DNAmt) muta-
tions are associated with several clinical manifes-
tations affecting different systems. They are usually
under diagnosed even the relatively high preva-
lence in certain populations. The diagnosis can be
established on clinical data, histopathologic stud-
ies and biochemical abnormalities in the respira-
tory chain, or the finding of the specific causal
mutation in the DNAmt.

Clinical case: we describe a patient and her family
history, affecting neurologic, cardiovascular and
endocrine systems. We established the diagnosis
of MELAS syndrome (mitochondrial encephalomy-
opathy, lactic acidosis and stroke-like episodes)
with the collaboration of the Laboratory of Molecu-
lar Neurogenetics of the Department of Neurology
of Columbia University in New York, NY, USA to
whom we sent peripheral blood DNA. The DNA
was amplified by polymerase chain reaction (PCR)
and subjected to restriction fragment length poly-
morphism analysis. The study was positive for the
point mutation adenine (A) for guanine (G) on the
position 3243 of DNAmt. We make a brief clinical
description. We also review DNAmt, related muta-
tions and clinical expressions of the disease. We
also highlighted the prevalence of DNAmMt muta-
tions in certain clinical situations.

Recibido: 7 de junio de 2007

Introduccién

Las enfermedades mitocondriales son anormalida-
des en & metabolismo energético que se han rela
cionado aalteraciones del &cido desoxiribonucleico
de la mitocondria (ADNmt). Han pasado mas de
cuatro décadas desde que L uft en 1962 describiera
las anormalidades mitocondridles y del metabolis-
mo energético,! y Gottfried Schatz de la Universi-
dad de Basilea, Suiza, descubriera en 1963 el
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ADNmMt.2 Durante afios no hubo avance significati-
Vo en esta areg; fue hastala Ultima década del siglo
pasado cuando se describid laexistenciadela dele-
cién y mutacion del ADNmt que conduce a expre-
sion clinicay fenotipica variada, cominmente con
manifestacion multisistémica®>

El ADNmt es unamoléculacircular compuesta
por 16 569 pares de bases (pb) y contiene lainfor-
macion de 37 genes. 13 polipéptidos de la cadena
respiratoria, dos moléculas de &cido ribonucleico
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Figura 1. Arbol genealdgico de la familia portadora de la mutacién A3423G del ADN mitocondrial

| Diabetes mellitus, talla baja, hirsutismo

II-1 *Portadora asintomatica de mutacién (en orina). Fenotipo normal

11-2 Fenotipo normal

1I-3 Falleci6 por insuficiencia hepética aguda

II-4 Mutacién detectada en sangre periférica-probando

II-5 *Portadora asintomatica de mutacién (en orina). Fenotipo normal

1I-6 Miocardiopatia de Wolf-Parkinson-White, hirsutismo, talla baja, ceguera, hipoacusia, regresion
psicomotriz

1I-7 Hirsutismo, talla baja, migrafia, lesién cerebral pseudoinfarto, regresién psicomotriz

11-8 Hipoacusia, hirsutismo

Figura 2. Fluorangiografia retiniana. A) Papila péalida +/++. Hipocromia perineural (por atrofia en
epitelio pigmentario y atrofia coroidea) y fovea hipercrémica. B) Vasculatura poco visible por gran
hipocromia. Acumulacién de epitelio pigmentario de retina, principalmente en la macula

Figura 3. Tomografias computarizadas efectuadas en 1999. A) Ventriculomegalia de mayor dimensién
occipital izquierda con remanente de corteza muy adelgazada e hipodensa. B) Tomografia
contrastada donde se ven zonas de pérdida de tejido neuronal con hipervascularizaciéon en la
periferia que incluso se extiende hacia el interior de la zona de encefalomalacia
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ribosdmico (RNAr) y 22 moléculas de &cido ribo-
nucleico de transferencia (RNAt). El gen MTTL1
del ADNmt codificaparaRNAt Leu (UUR). Sehan
descrito 16 mutaciones puntuales y una delecion
de cuatro pares de bases (pb) paraestegen MTTL1.
Lamutacion masfrecuente del gen MTTL 1 que co-
difica para RNAt Leu (UUR) es la mutacién pun-
tual adenina(A) por guanina(G) enlaposicion 3243
(A3243G), responsable de 80 % delos casosde sin-
drome de MELAS (encefal omiopatiamitocondrial,
acidosis l&cticay episodios apoplgiformes).>°

La presentacion clinica de las enfermedades del
ADNmMt esmuy variabley tieneun aspecto pleiotrdpico.
En un mismo grupo familiar con la misma mutacion
puede encontrarse una amplia variabilidad clinica o
expresion fenotipicadiferente, incluyendo manifesta-
ciones tipicas de sindrome MELAS, asi como mu-
chas otras manifestaciones no-MELA S.1%12

Figura 4. Resonancia magnética (secuencia
FLAIR) realizada en 2006. Se observa mayor
ventriculomegalia comparada con la tomografia
de 1999, destacandose ademas de atrofia
cortical, hiperintensidad de sefial en corteza
occipital bilateral

Describimos unapaciente portadorade enferme-
dad mitocondria en quien se establecio diagndstico
desindrome MELAS, en su érbol geneal égico (figu-
ra 1), puede observarse que la expresion clinica fue
diversay que hubo variosintegrantes con manifesta-
ciones no-MELAS. En tres miembros de la familia
se document6 lamutacion A3243G del ADNmt.

Caso clinico

Mujer de50 afios (11-4) quien en suinfanciatardiay
adolescenciatuvo retardo de crecimiento e hirsutis-
mo, alcanz6 unatalla de 1.45 my peso de 40 kg.
Desde su juventud presentd episodios de migrafiay
pérdida progresiva de agudeza visua y auditiva.
Logréterminar carrerauniversitariay llevar unavida
socia activa. A los 35 afios de edad se le diagnosti-
6 diabetes mellitus insulinodependiente. Después
delos 40 afios comenzd con regresion psicomotriz,
signosdefocalizacion neurol 6gica (hemiparesiade-
recha), convulsiones, ateracion en la marcha, dis-
nea de esfuerzo, edema de miembros inferiores,
plétorayugular y hepatomegalia; en estudios de la-
boratorio se observo elevacion levey progresivade
azoados siendo |as cifras més recientes unaurea de
150 mg/dL y creatinina séricade 6 mg/dL.

En € curso de su vida se le redizaron mdltiples
estudios de laboratorio y gabinete: una fluorangio-
grafia retiniana revel 6 retinosis pigmentaria (figura
2); unatomografiade craneo evidencid zonasdeence-
falomalacia, hiperascularizacion, ventriculomegalia
y adelgazamiento de corteza cerebra (figura 3); por
resonancia magnética de craneo se observaron le-
siones similares a infarto cerebral de predominio
en region temporooccipital (figura4); en laespec-
troscopia por resonancia magnética se identifico

Figura 5. A) Cardiomegalia moderada e infiltrado alveolo intersticial con redistribucién de flujo.
B) Ecocardiograma bidimensional con engrosamiento de pared de ventriculo izquierdo con textura

ecogénica “granular”
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incremento de lactatos; en laradiografia de térax,
cardiomegaliay congestién pulmonar; y en €l eco-
cardiograma, miocardio engrosado y funcién con-
tractil ligeramente deprimida, interpretada en el
pasado como miocardiopatiainfiltrativa (figura5s).
El ultrasonido carotideo no mostrd evidencia de
enfermedad vascular.

Historia familiar

El padre de la paciente padeci6 neumopatia obstruc-
tivacronicay falecio por cancer de prostataalos 74
afios (1-1). Lamadre (I-2) teniahirsutismo, tallabagja
y diabetes mellitus; falecio alos 63 afios por insufi-
cienciarenal. Un hermano con fenotipo normal (11-3)
fallecié alos 23 afios por insuficiencia hepéatica agu-
da de etiologia nuncaesclarecida. Un hermano (11-6)
murio alos 43 afios, tenia hirsutismo, talla bgja, hi-
poacusia, cegueraparcid, regresion psicomotriz, his-
toria de sincope, arritmias supraventriculares,
sindrome deWolf-Parkinson-Whitey miocardiopatia
infiltrativa(figura6). Unhermano (11-7) falleci6 alos
46 afios; tenia hirsutismo, talla baja, migrafia, lesion
cerebral apoplgiforme, regresion psicomotriz, pérdi-
da de agudeza visud y auditiva, asi como paresia
vesical. Al momento de este informe, la paciente
tenia un hermano vivo de 56 afios con hipoacusiae
hirsutismo (11-8); un hermano varon de 47 afios (11-2)
y dos hermanas de 42 y 51 afios (I1-*1, [1-*5) son
sanosy con fenotipo normal.

Diagnéstico

Los Ultimos 40 afios esta familia ha recurrido a estu-
dios diagndsticos en mltiples centros hospitaarios,
estableciéndose solo diagndsticos sindrométicos.
Recientemente apareci6 publicado €l informe deun

caso clinico con manifestaciones parecidas alas de
la paciente agqui descrita'® Se trata de una paciente
de 61 afios con lesion cerebra apoplgiforme; des-
pués de multiples estudios en un hospital delaciu-
dad de Boston, se envié una muestra para andlisis
de ADNmt alaUniversidad de Columbiade Nueva
York; € diagnéstico final fue sindrome MELAS.
Orientados por este caso clinico, remitimos muestra
de sangre paraandisisde ADN de nuestra paciente
al Laboratorio de NeurogenéticaMolecular del De-
partamento de Neurologia de la Universidad de
Columbia (laboratorio con licencia de Clinical
Laboratory Improvements Amendments of 1988
[CLIA] de Estados Unidos para la redizacion de
pruebas clinicas de ata complgidad). El examen
consiste en analizar un fragmento de 306 pb de
nucledtidos del ADNmt que contiene e sitio mas
comun delamutaciony seamplificamediantereac-
cién en cadenadelapolimerasa (PCR). El fragmen-
to después es digerido con la enzima de restriccion
diagndstica, Haelll, y sujeto aandlisisde polimorfis-
mos en € segmento del fragmento sometido a pro-
cesoderestriccion (RFLP). El patron normal esel de
fragmentos 169, 37y 32 pb. En presenciade lamu-
tacion, d fragmento 169 pb es digerido en fragmen-
tos 97y 72 ph.

Mediante PCR/RFL P (amplificacion mediante
PCR, digestion con enzimas de restriccion diag-
nosticay andlisis de polimorfismos) deADNmt se
detect6 la mutacion A por G en la posicion 3243
del ADNmt. La proporcion de genomas mutantes
en sangre de la paciente se estimo en 10 % aproxi-
madamente. El informe fue positivo paramutacion
A3243G

Después de haber establecido € diagnéstico de
sindrome MEL A S por mutacionA3243G del ADNmt
en la paciente, se proceso en € mismo laboratorio

Figura 6. Ecocardiograma My bidimensional de un hermano (II-6) que fallecié a los 43 afios. Muestra
engrosamiento de pared de ventriculo izquierdo, disfuncién contractil y derrame pericardico (estudio
realizado en 1989, cinco afios antes de su fallecimiento)
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sedimento urinario en dos de las hermanas con
fenotipo normal (11-1, 11-5), y se encontré también
la mutacion A3243G.

Discusion y revision

En la literatura mexicana encontramos descripcion
de casos clinicos de enfermedad mitocondrial41> y
articulos de revision general sobre e temade patolo-
giade ADNmt.'61° En varios de los casos descritos
sellegob a diagndstico con base en criterios clinicos
0 histopatol dgicos informados en la literatura; des-
conocemos s seredlizaron pruebas de genéticamo-
lecular documentando lamutacién causa especifica.

En tres miembros estudiados de lafamiliarefe-
rida se redliz0 la prueba de genéticamolecular y se
documentd lamutacién A3243G del ADNmt, lamés
comun en los pacientesportadoresde MELAS (ocu-
rre hastaen 80 % delos casos). Como estabien des-
crito en laliteratura, destaca la amplia variabilidad
gue puede tener la expresion fenotipica de lamuta-
cién de un nucledtido en e ADNmt, con un espec-
tro de presentacion que vadesde un fenotipo normal,
no obstante ser portador delamutacién (dos herma-
nas de 41 y 50 afios con la mutacién documentada
en orina), hasta afeccion multisistémica que tienen
manifestacionestipicasde MEL ASasociadasaotras
manifestaciones no-MELAS.

Uno delos aspectos masrelevantes delagenéti-
ca mitocondria es la marcada variabilidad clinica
asociada a mutaciones del ADNmt. Esto esta clara-
mente demostrado parael gen MTTL 1, donde sus-
titucion de bases en pb 3243, 3252, 3271y 3291
dan lugar aMELAS, pero la mutacion en pb 3243
también puede resultar en diabetes mellitus heredada
viamaterna e hipoacusia. La mutacion A3243G del
gen MTTL1 también se puede asociar a enfermeda
descomo oftalmoplegiaexternaprogresivay miocar-
diopatia. Lasmutaciones moderadamente severasdel
RNAt son por lo generd € resultado de mutaciones
recientes; los pacientes suelen tener heteroplasmia
(coexiste en lamismamitocondriaADN mutado con
ADN normal) y exhiben un amplio rango de mani-
festacionesclinicas, dependiendo esto del porcentgje
de ADNmt mutado en relacién a normal .2

En la paciente que describimos se observan las
caracteristicas lesiones neurol dgicas apoplgiformes
descritas en estudios previos? con afeccion predo-
minante parietooccipital, atrofiacerebra, encefaoma:
laciay dilatacion ventricular. De las manifestaciones
no-MELAS tenemos algunas rel ativamente caracte-
risticas como la diabetes mellitus,°la sordera®t y la
retinopatia pigmentosa,® ademas de otras manifes-
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taciones menos comunes, como la miocardiopa-
tl'a.6,12,17

Al respecto, cabe sefialar que la miocardiopa
tiadel sindrome MELAS se hadescrito caracteris-
ticamente como hipertréficay menos cominmente
dilatada. En la paciente que describimosy uno de
sus hermanos, observamos engrosamiento mio-
cardico con disfuncion contréactil y una textura eco-
génica que sugeria miocardiopatia infiltrativa; en
la paciente ha habido manifestaciones de insufi-
ciencia cardiaca y en su hermano la afeccion fue
severay condujo alamuerte alos 43 afios de edad.

El ADNmt se hereda por viamaternay lama
dre transmite su genoma mitocondrial atodos sus
hijos, pero solo sus hijas seran capaces de pasarlo
alasiguiente generacion. S tomamosen considera
cion quelatransmisién delamutacion ded ADNmt es
Unicamente por herencia materna, y que practica
mente todos los hijos de una madre afectada pu-
dieran portar en proporciones variables el ADNmt
normal y el ADNmt mutado, creemos que los ocho
hermanos miembros de esta familia tuvieron (los
que yafallecieron) o portan (los que ain viven) €l
gen con lamutacion A3243G; de hecho, se hado-
cumentado |lamutacion en tres de tres (3/3) miem-
bros estudiados (dos con fenotipo normal y una
con €l sindrome MELAS).

Un miembro delafamiliafalleci6 alos 23 afios
(en 1985) por insuficiencia hepatica aguda de etio-
logiano definida; si asumimos que fue portador de
lamutacion A3243G, existe laposibilidad de que su
hepatopatia aguda pudiera estar relacionada con la
mismamutacion, o a menos fue un factor contribu-
yentealadisfuncién hepéaticapor metabolismo ener-
gético anormal y deficienciaenlabiosintesisdeATP
por afeccidn de alguna subunidad de |os complegos
proteicos multiméricos de la cadena respiratoriaen
lamembranamitocondrial interna. En laactualidad
seconoce que 13 delas subunidades de dichos com-
plejos proteicos multiméricos de la cadena respi-
ratoria son codificados por el ADNmt (siete genes
del complejo I: MTND1, MTND2, MTNDS,
MTNDA4L, MTND4, MTND5, MTNDG6; un gene
del complgio I11: MTCY B; tresgenes del complejo
IV: MTCO1, MTCO2, MTCO3; y dos genes del
complejo V: MTATP6, MTATPS8).22 Andlisis bio-
quimicos de la cadena respiratoria habitualmente
muestran anormalidades, sobretodo en los comple-
jos|y enocasionesen e complegjo IV delacadena
respiratoria. Otras subunidades de dichos comple-
jos multiméricos son importadas del citoplasmay
codificadas por ADN nuclear. Existen algunos fac-
tores que explican la variabilidad en la expresion
fenotipica de la herencia mitocondrial:
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= Heteroplasmia, que esta en relacién con la
abundanciarelativadel gen mutado dentro del
ADNmMmt. Tomando en consideracion queen cada
célulaexisten cientos o miles de mitocondrias, y
gue cadamitocondriatiene aproximadamentecin-
co genomas deADNmt, algunosgenomas dentro
de una misma mitocondriay dentro de una mis-
ma célulatendran lamutacion y otros no.

» Distribucion tisular, es decir, algunos tejidos
tiene unamayor cargade ADNmt mutado, todo
esto dentro del mismo individuo afectadoy, por
lotanto, lossistemas organicos afectadosy dis-
funcionales pueden variar.

»  Efectoumbral, concepto quetiene que ver con €
hecho de que algunostejidos que tienen metabo-
lismo muy activo serén més susceptibles a sufrir
el impedimento del metabolismo oxidativo.

La mutacion del ADNmt suele encontrarse en
practicamente todos los tejidos y se puede detectar
enleucocitosde sangre periféricadelos pacientescon
MELA Stipico. Sinembargo, en ocasionespor lapre-
sencia de heteroplasmia, la abundancia relativa del
ADNmMt con lamutacion puede ser escasay no detec-
tada en leucocitos de sangre periféricade losindivi-
duos poco sintométicos o con fenotipo normal. En
estos casos se puede identificar mediante estudio de
otros tgjidos. Se ha observado que € escrutinio del
sedimento urinario es particularmente Util para de-
tectar lamutacion en estos casos,? como ocurrio en
las dos hermanas con fenotipo normal.

Es importante sefidar que conforme a estudios
epidemiol 6gicos en paises escandinavos, laexisten-
cia de mutaciones de ADNmt no es tan infrecuente
como pudierapensarse, y se haencontrado unapre-
valenciade 16.3/100 mil en poblacion adulta?® cuan-
do se estudia alos pacientes con base en su historia
familiar y criterios clinicos bien definidos. La mu-
tacion del ADNmt se ha encontrado en 1.4 % de
pacientes diabéticos, heredada via materna.”

Desafortunadamente no existen medidas tera-
péuticas especificas para estas entidades y € trata-
miento est4 encaminado a las manifestaciones
clinicas. Se han utilizado en forma indiscriminada
vitaminas, cofactoresy depuradoresderadicalesli-
bres de oxigeno con laidea de atenuar € dafio ala
cadena respiratoria. Existen informes de la utilidad
en agunos casos de coenzima Q y carniting; se ha
descrito mejoriadeictus de crisis convulsivas 0 ma
nifestaciones neuroldgicas con larginina como pre-
cursor de 6éxido nitrico, asociado a otros farmacos
anticonvulsivantes. En € futuro probablemente se
manipularael ADNmt o nuclear, conimportacién del
citoplasma ala mitocondria de productos nucleares.
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