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RESUMEN

Las disfunciones mitocondnales se conocieron genericamente como encefalomiopatias, sin
embargo, estudios posteriores demostraron alteraciones en vanos 6rganos y sistemas, por
lo que en la actualidad se pretwre el término de  citopatia mitocondnal. ya que
practicamente en todo el organismc existen mitocondnias En la mitocondria se llevan a
cabo muchas funciones del metabohsmo intermediano para la obtencion de energia. vital
para la sobrevivencia Las manifestaciones dc ias citopatas rmitocondnales se presentan a
cualquier edad v lenen patrones clinicos y mortelogitos muy heterogeneos, que
dependen de |la edad de micio vy la sevendad del cuadro Una de las caracteristicas mas
constantes en estas alteraciones es el ncrementa Jde lactato corporal, por 1o que si este se
asocia a manfestaciones encefalomiopaticas aungue scan nespecificas con o sin ateccion

en otros organos. s¢ debe sospechad una mitoco:n

epatia Bl incremento de lactato (L), se
presenta con atteraciones tambien de! piruvate |

vocon una relacion L/ P elevada, aunque

también se puedce presentar una disTunucIon et o retacion dat b adroxebutirato y el

acetoacetato (BOH/AA) Algunas de estas alteraciones solo se evidencian por pruebas de

reto e} esfuerzc metabolicos L mayoria e 1os estudias neurofisiologicos

{etectroencefatograma electromiogratia etectrorreuncarama; v de

neuroimagen
(tomografia computanzada. resonancil magnetcd. eepeciroscopal ne son especificos, sin

embargo. son de gran uthdaa para ¢! ahordae in

al ante- la sospecha climica., ya que
optimizan el resto de los examenes. que son Mmas especaahrados e Invasivos La biopsia
muscular y el cuttiva de fibroblastos son los estudios de eleccion para € diagnostico
dgetinitivo, con ellos se pueden detectar alteracionss histopatotogicas. brocuimicas y de
geneética molecutar

Desde 1997 el estudio de MAES con sospech: de entermedad mtocondnia!l s leva a cabo
gracias a la colaboracion de un grupo de trabao multdiscphnaro. Que reune 15 expertos

en diferentes areas procedentes de el Insy?

Naciona! de Pediatnia o Umversidad
Nacional Autonoma de Mexico. e! Insttuto NMes:cano del Seguro Socta! la Fundacion

Medica Sur y la Asociacton para Prevenr la Ceguera en Mexico

Todo este trabajo requiere la coordinacion aproptada. que imcia con la sospecha y

evaluacion clinicas. y continua con estudios laboriosos y altamente especializados de vanas
mstituciones de salud en Mexico




I. ANTECEDENTES
1. INTRODUCCION

Se piensa que en algun momento de la evolucion de los seres vivos las mitoccondnas
tuvieron wvida extracelular independiente. Vanas ewvidencias apoyan esta teoria, Hlamada
endosimbidtica’, entre 1as que se encuentran las siguientes. presencia de genoma interno
en las mitocondrias, presencia de una doble membrana, reproduccion binana, capacidad de
desplazamiento, sensibilidad y toxicidad hacia algunos antimicrobianos intracelulares. Asi
mismo estudios de biologia molecular, indican que tas mitocondnas se originaron a partir de

un ancestro de tas bactenas del génerc Ricketrsia®

En las mutocondrias ocurren las transformaciones energetcas mas impornantes de la
aerobiosis ia oxidaciton de substratos y la fosfontacion de ADP para formar ATP. Ambos

fenémenos se conocen conceptualmente como fosforilacion oxidativa®.

£l numero de mitocondnas y su actividad, relacionada con el numero de crestas intemas y
su contomo. varian de un tepdo a otro dependiendo de los requerimientos energeéticos
oxidativos. En el humano, los tepdos con mayor actividad oxidativa son el sistema nervioso
y el sistema muscular estnado (esquelético y cardiaco). Dichos sistemas generalmente se
afectan en las enfermedades mitocondriales, por lo que en un inicio se les denomind
encefalomiopatias'. En la actualidad. se prefiere utilizar el término de citopatias
mitocondnales ya que, pracucamente ningun tejido de los organismos multicelulares

aerobicos carece de mutocondras, y cada vez mas se describen cuadros clinicos

multisistemicos




El conocimiento acerca de ta funcion mitocondnal aiun esta incompleto, sin embargo, se
sabe que tiene que ver con muchas y muy variadas funciones metabdlicas, que implican
mecanismos mas complejos de o que originalmente se pensaba

2. HISTORIA®

En 1898. Benda identifico granulos fiklormes en el citoplasma celutar, a ios que llamo
mitocondnas Postenormente en el siglo XIX, se inicio el estudio de la funcion mitocondrial.
£n 1925, Keiin descrnbic el sistema mitocondrnial de los citocromos y en 1929, Warburg y
Negetlein describieron los procesos de oxidoreduccion En 1937. se identificaron las
enzimas que conforman el ciclo de Krebs., y 20 anos mas tarde, Krebs y Konberg refineron
el papel de la fosfornlacion oxidativa dependiente de oxigenc

Las caracteristicas ultraestructuraies de la mitocondna (membrana interna, extema, espacio
intermembrana!l y matrz) fueron descntas por Palade en 1953 Al paso del tiempo, se
reconocieron los mecanismos especiales para la traslocacion de metaboltos y proteinas a
través det espacio intermembranal hacia ta matnz

En 18€1, Mitchel! propuso 1a teoria guimMmiosmotca que explicé como el flujo de protones se
acopla a ta sintests de ATP En 1963, Nass y Nass detectaron por pnmera vez la presencia
de matenal genético en la mMmitocondna, y ese mismoe ano. Engel y Cunninghan describieron
en biopsias de musculo humano. fibras deshilachadas con acumulos anormales de
mitocondnas tefidas de rojc denominadas postenormente fibras rojas rasgadas.

Desde la decada de los sesenta se publicaron cuadros clinicos ocasionados por algun tipo
de distfuncion mitocondnal. el pnmero de ellos fue refendo por Luft en 1962 como
hipermetabolismo no tirordec para finates de los noventa se habian referido cerca de 1500

crtas bibliograficas sobre disfuncion mitocondnal




En 1978, Fine encontré que todo el DNA mitocondnal (DNAmMt) proviene del ovulo sin
fecundar y postenormente en 1980, Giles y cols. describieron los patrones de herencia
mitocondrial y citoplasmica de las mitocondriopatias Anderson y cols publicaron en 1981. la
secuencia y organizacion de! genoma mitocondnal humano

En 1991, Schatr descnbio el proceso energetico para la introduccion de proteinas a traveés
de las membranas mitocondrniales hacia la matriz por medio de transportadores y de
proteasas especificas La relevanca de este fenomeno radica en que mas del 95% de las
proteinas mitocondnales son de ornigern nuclear se sintetizan en el citoptasma, y se
introducen a ta nitocondrna a traves de este procesc

En ta actualidad y cada ver con mayor frecuencia, se publican cuadros clinicos muy
variados debidos a disfuncion mitccondnial por mutaciones tanto de! DNA nuclear (ODNANR)
como del DNA mitocondnal (DNAM)

3. GENETICA

E! DNA mitocondna! humano (DNAmt) es una molécula circular pequeia de dos cadenas
con 16,569 pares de bases que se replican y transcnben usando un ornigen de replicacion
y Un promotor para cada una de las dos cadenas Cada mitocondna posee de 2 a 10 copias
de su propic genoma y pueden existir mas de 10,000 copias de DNAmMt por cada celula
somatica, ya que ésta posee cientos o miles de mitocondrias®.

El DNAmMt humano contene 37 genes qQue codifican para dos RNAs nbosomales (RNAr)
16S y 12S. veintidos RNAs de transferencia (RNAt) y trece genes estructurales Los 13
genes estructurales codifican a 13 polipeptidos de los aproximadamente 85 que se
requieren para la fosforilacion oxidativa. Con excepcion del complejo I, estos 13

polipéptidos constituyen parte integral de los complejos de esta imporntante funcion®?.

TS OOV

O

DE ORIGEN




La figura 1A muestra la representacion grafica del genoma mitocondrial humano, publicada
por Zeviani y cols. en 1989. Se muestran la cadena pe;ada‘ externa’'y la cadena Iigera
localizada en la parte interna, 1as flechas sefialan el origen de replicacion y promotor para
cada una de las cadenas

La figura 1B muestra la representacion grafica del genoma mitocondrial humano, publicada

por DiMaurc y cols. En 1996° Sedala los sitios de los genes que codifican la cadena

respiratona y los RNAs de transferencia y ribosomal

Mas de! 907 de las proteinas qQue son indispensables para el adecuado funcionamiento
mitocondnal, se sintetizan en el citoplasma celular y tienen que ser importadas hacia las
membranas de ia mitocondrna a traves de un intrincado mecantsmo de translocacién, e! cual
tambien depende de proteinas codificadas en el DNA nuclear (DNAN)'®

Existen diterencras importantes entre el DNAmMt y el DNAN, entre las que destacan las

stiguientes. el DNAmMt carece de intrones y de regiones intergenicas, es decir todo su

material genetice codifica para al'guna proteina o RNA. con excepcion de 1.000 pb que son
el punto de ongen para la replicacion region conocida como el asa D E! DNAmMt es
poliploide en las celulas somatucas y cada mitocondria posee de 2 a 10 copias; el origen de

replicacion del DNAmMt es asimetnco y su codigo genetico difiere en algunos trinucleotidos

del codigo universal®’

n proporcion a la cantidad de informacidon genética total del ser humano, el genoma

mitocondnal representa unicamente el 0.000068%, del materiat genénco”_ sin embargo,

resutita indispensable para la replicacion, transcripcion y sintesis de algunas proteinas

claves de la tosforilacion oxidativa dentro de ta mitocondria'?,

1o




Figura 1A. Genoma mitocondrial humano. Muestra el origen de
replicaciony promotor para cada una de las cadenas

{ligera y pesada)

DNA Mt HHumuano

16.569pb

Publicada por Zeviani y cols® en 1889. H: cadena pesada externa, L: cadena ligera
localizada en la parte intema, las flechas sefAalan el origen de replicaciéon y promotor para
cada una de las cadenas.
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Figura 18. Genoma mitocondrial humano. Muestra los sitios de los
genes de la cadena respiratoria y del RNA
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Publicada por DiMauro y cols. en 1996°. Sefala los sitios de los genes que codifican la
cadena respiratona y ios RNAs de transferencia y ribosomal
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En vertebrados, el DNAmMt tiene una frecuencia de mutacion 10 a 17 veces mayor que el
DNAR'®. Este ritmo mas rapido de mutaciones puede deberse a diversos factores, entre
otros. la falta de mecanismos mitocondnales eficientes para reparar el DNAmt, la alta
concentracion de radicales libres de oxigenc en ia mitocondna y ia carencia de proteinas
del tipo de las hustonas™

La totalidad de! DNAMt proviene del ovulo, por lo que las mitocondrias del ser humano son
de origen materno'®. En la formacion det cigoto. el espermatozoide practicamente no
contribuye con matenal genetco mitocondrial Una mutacion que afecte algunos de los DNA
mitocondnales de! oocito sera transmitida al azar a las celulas hyas, algunas de las cuales
no recibiran mningun genoma atterado, fenomeno llamado homoplasmia normal o silvestre;
mientras que ciras celulas recibiran poblaciones mixtas de genomas mutados y normales, lo
que se denomina heteroplasmia. y otras mas recibiran predominantemente genomas
mutados. por lo que presentaran homoptasmia con mutacion:’®

l.a Figura 2 presenta un esGuema que ejemplfica 1o herencia materna

El DNAM! presenta mutaciones espontaneas con mucha frecuencia. algunas de las cuales
son neutrales es decir N son patotogicas, y ienden a perpetuarse en un mismo individuo e
Ncluso en poblaciones etnicas A este upo de mutaciones neutrates se les denomina
potimorfismo. son homoplasmicas y tienen caracteristicas antropologicas regionates'’. Una
de las teorias sobre el envejecimiento normal det cuerpo se basa en la acumulacion de este
upo de mutaciones durante vida del individuo, lo que probablemente ongina aigunos de los

cambicos degenerativos que ocurren con la edad'®®

13




Figura 2. Herencia materna de mutaciones mitocondriales y el fenémeno de ‘]
segregacién replicativa

mitocondria
con mutacidn

X ) ESPERERMATOZOIDE
mitocondria

normal
CIGOTO
REPLICACTON
HOMOPLASMIA

SILVESTRE

e
HETEROPLASMIA

HOMOPLASMIA
CON MUTACION

SEGREGACION REPLICATIVA

Moficiado de DiMauro y cols 1996%. En {a barra sombreada clarase representa el cromosoma del
avulo y en la barra obscura el del espermatozaide. La mitocondria con genoma alterado aparece con
retleno obscuro




tas mutaciones patologicas del DNAmMt generalmente son heteroplasmicas y pueden ser
de dos tipos uno, caractenzado por la ablacion o perdida de un segmento de las cadenas
circulares del genoma mitocondral, generalmente de presentacion esporadica, y el otro, de

tipe puntual donde soic se subsutuye una base nitrogenada por otra, estas mutaciones

generaimente son de herencia matema'”

Cuando por un fenomeno llamado segregaciaon rephcativa la cantidad de DNAmMt mutado

flega a sobrepasar la cantidad de DNAmt normal (heteroplamia con mutacion) se orgina
una alteracion en la funcion celular Esta atteracion puede permanecer subclinica hasta que
se rebase un umbral, que es especifico para cada tejdo y para determinado momento o
edad del individuo atectado Al rebuasar ese urnbral aparecen las caracteristicas clinicas que

pueden llegar a ser fenotipicas de una mitocondrnopatia, muchas de ellas ya han sido
descritas en la Wteratura* ™

La Figura 3 muestra el esquema de! umbral clinico relacionado con una mutacion
mitocondrial™

Las enfermedades mitocondnales (>95%) pueden heredarse en forma mendeliana,

autosomica o hgadas al cromosoma X Esta gran cdiversidad de tipos de herencia se debe a

que las mutaciones de! DNAnN afectan gran parte de la funcion mitocondrial. La gran

mayoria de las mutaciones nucleares que afectan a la mitocondria aan son desconocidas®'.

4. METABOLISMO

Dentro de la mitocondna se ltevan a cabo multiples actividades, entre las que destacan el
metabolismo intermediano y el energético, asi como el transporte de metabolitos
imponanleszz'z'.

185




[F‘igura 3. Segregacion replicativa y transformacidn fenotipica al rebasar el nivel l
umbral.

—
NIVEL
FENOTIPO
NORMATL,
TIEMPO DE
jovoLucidn
-
@

., MUTADO
o 10

Esquema del umbra! clinico relacionado con una mutacion mitoocndrial. Modificado de
Ballinger SW y Cols ™.
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LLas tres principales vias metabodlicas que confluyen en la mitocondria son: el metabohsmo
del piruvato. fa oxidacion de acidos grasos y la formacion de acetil coenzima A (CoA) que
entra al ciclo de Krebs. Estas tres vias contnbuyen a generar la energia a traves de la
cadena respiratona y la tostonlacion oxidativa, necesanas para el optmo funcionamiento

celular. Dichas actividades se resumen en 5 pasos esenciales del metabolismo mitocondnal

que se muestran en la Figura 4

En cada uno de estos pasos se han logrado identificar defectos moieculares que provocan

patologias especificas er lag diferentes vias. el transporte y fa utihzaciton de substratos, el
Ciclo de Krebs. 1z cadgena respiratona y la fostonlacion oxidativa®® = 24.35.26.57

1) Transporte de Substratos.

En forma espocifica jos acidos grasos de cadena larga requieren de transporne activo para

introductrrse a la muitccendna Debido a que 1a membrana mtema cde la rmitccondria es

mpermeable al paso de ciertos substratos hacia la matnz mitocondnal se necesitan

sistemas de transpone. generalmente de naturaleza proteica (transiocasas). localizadas en

las membranas mitoconanates El transporte de acidos grasos de cadena larga requiere de

un circuito que mvolucra a ¢os complejos enzimatcos, la camitina patmitl! transferasa | (CPT

Iy y It (CPTI), ambas locakradas en la cara interna cde la membrana extema de la

mitocondna Estos compleios estan acompafiados de una molecula acarreadora, la L -

camitina y de una transiocasa que lieva acidos grasos largos acil-Co A hacia la matniz

mitocondnal y carmtina hbre hacia el citloplasma celuiar. Aproximadamente el 90% de las

reservas de carmiina del organismo se encuentran en el musculo esquelético, cuya

concentracion es 60 veces mas alta que ia senca

b
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Ademas de la deficiencia de carnitina que puede ser prnmaria © secundria, existen cuatro
defectos genéticamente determinados del transporte de substratos E! pnmero afecta at
transportador de la camitina, el scgundo a la carnitina patmitor-transferasa |, el tercero a 1a
camitina-acil carmina translocasa y el cuarto a la carmutina palmutoil transterasa I La
alteracion de la beta oxidacion de los acidos grasos desencadena vias alternas hepatcas
que ornginan una coxidacion anomial denominada oxidacion omega, la cual provoca la
formacién de acidos dicarboxilicos que se manifiestan como aciduna dicarboxiica Para
compensar e! secuestre de la Co A por e! acumulo de toesteres de acl Co A, se
incrementan los esteres de aciglicina y aciicarmitina Debide a esto. puede producirse un
agotamiento de las reservas serncas y tisulares ge carmmitina, aunque aumente la fraccion de
camitina hgaca Por otro lado. cuando €l detec!o es por alteracion misma del ciclo de 1a
carnitina, se presenta una reduccion absoluta de |as fracciones Uibre y total de carmiina Los
defectos de la oxidacion de los acides grasos onginan una subproduccion de acetil
coenzima A. con la consiguiente disrminucion tanto del pirruvato en el ciclo de Krebs como
de la formacion de cuerpes  cetonicos que se manifiestan como hipoglucemia
hipocetogenica La acumulacion de metaboltos intermedianos del piruvato y de los acidos

grasos también provoca distuncion de! SNC, que se manifiesta como encefalopatia.

2) Btilizacién de Substratos.

Dentro de la matriz mitocondnal. el piruvato y los acidos grasos se transforman en acetil Co
A. Todas las reacciones de carboxilacion tienen lugar en las mitocondrias, excepto la
carboxilacién de la acetil-Co A. Las carboxilasas que incluyen la piruvato carboxilasa,

propionil-coenzima A carboxilasa, betametilcrotonil-coenzima A carboxilasa y la acetil-
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coenzima A carpoxilasa y la holocarboxilasa sintetasa, todas ellas dependen del
metabolismo de ia biotina

Piruvato:la descarboxilacion del piruvato es catalizada per un complejo enzimatico,
denominadoc piruvato deshidrogenasa (PDHC). que consiste de tres enzimas:

1.- Riruvato deshidrogenasa E: (con 1 subunidad a) su coenzima es la tiamina pirofosfato.
2.- Lipoato acetiltransferasa E:. con acido ipo:ico de coenzima

3 - Lipoamida deshidrogenasa Ei. dependiente del dinucleotido de adenina flavina (FAD).
Este complejo se activa a traves de fosfonlacion (PDH cinasa) y se inhibe por
desfosfonlacion (PDH fostatasa) *

Los defectos descntos en esle paso estan retlacionados con deficiencias de la PDHC y
piruvato carboxitasa (PC)

Acidos Grasos la fl-oxidacion provoca la descarboxilacion de los acidos grasos en 4
reacciones que se repiten ciclicamente Esta actividad es una deshidrogenacidon secuencial
a través de vanas enzimas que rompen las cadenas de acidos grasos, en diferentes sitios
del esqueleto de carbono. algunas de ellas dependientes de FAD E! resultado de estas
reacciones da lugar a la formacion de cetoacidos O cuerpos cetonicos. E! poder reductor
generado en la B-oxidacion, se transfiere a la cadena respiratoria, la reaccion que depende
det cinucleotido de nicotinarmida adenina (NAD). transfiere electrones al compiejo |, mientras
que la que depende de FAD |os tleva a la coenzima Q (CoQ), a traves de una
electrotransferencia que involucra una flavoproteina

Los defectos relacionados con esta via corresponden a cualquiera de tas 4 reacciones det

ciclo Se hanidentificado 8 trastomos geneticamente determinados, cinco de ellos inciden
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en e! primer paso de la p-oxidacion: la acil coenzima A de cadena corta, media y larga
respectivamente, y la flavoproteina oxidoreductasa. Afectan al tercer paso de la B-oxidacion
las deficiencias de 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga (LCHAD) y la otra de
cadena corta (SCHAD) respectivamente. Recientemente se ha identificado un trastomo
relacionado cen la deficiencia de ta proteina tnfuncional, la cual se encuentra en la
membrana mitocondnal interna y cuya funcion es la de catalizar los pasos segundo, tercero

y cuarto ge Ia [i-oxigacion
3) Ciclo de Krebs.

Este ciclo se micia con {a condensacion de acetil-CoA y el cuarto carbén del oxaloacetato,
que forma citrato de 6 carbones. A travées de 7 reacciones enzimaticas secuenciales que
generan oxaloacetato, se forman dos moléculas de didxido de carbono y poder reductor en
forma de NADH y FADH2.

Los defectos descritos en e! Ciclo de Krebs se relacionan con la deficiencia de cualquiera

de sus enzimas la fumarasa, la aconitasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa. -

El complejo H © swuccinato deshidrogenasa es una enzima que representa el eslabon de

enlace fundamenta! del Ciclo de Krebs con la cadena respiratoria.

4) Cadena respiratoria.

Los electrones de alta energia provinientes del NADH y FADH2, generados durante las
reacciones de la f3-oxidacioén y del Ciclo de Krebs, permiten e! flujo de electrones en la
cadena respiratoria hacia el oxigeno molecular, cuyo paso final oxidativo termina con la

formacion de agua
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La cadena respiratoria esta formada por 5 complejos enzimaticos multimericos, localizados
en la membrana intema mitocondnal. Estas enzunas contienen flavinas, coenzima Qo
(ubiquinona), moléculas de hierro-azufre, hemos y proteinas que unen cobre. Los cinco
complejos de la fosfonlacion oxidativa son el complejo t (NADH-deshidrogenasa), el
complejo 1l (succinatc deshidrogenasa) el complejo i {ubiquinol -citocromo c
oxidoreductasa), el complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) y el complejo V (ATP sintetasa). Los
pnmeros 4 (I IV) transportan electrones de manera acoplada con la translocacion de
protones y e! altmo (V) catalza la sintesis de ADP para formar ATP Ademas hay 2
acarmeadores de electrones importantes, la ubiguinona ¢ coenzima Q y el citocromo ¢. Cada
unc de los pnmeros cuatro complejos contienen un Numero variado de subunidades: el
complejo | mas de 40 el I tiene 4, el complejo Wl tene 11 y el IV tene 12 Ademas del
citocrome ¢. existen otros cuatre citocromos en la cadena respiratona, a saber: el citocromo
b y el citocromo ¢:. que son componentes de! complejo {Il. mientras que !os citocromos a y
a;. son componentes del compiejo V. Les compliejos | I y Il tambien contienen uno o Mas
centros huerro-azufre, el compleo | tene i grupo FMN y e! complejo It un grupo FAD.

£l transporte de electrenes en la cadena respiratona esta acoplado a un bombeo de
protones de la matnz mitocondnal hacia el espacto intermembranal Et gradiente
electroquimico resultante se utihza para generar ATP a traves del complejo V.

En la Figura S se muestra una repréesentacion esquematica de o cadena respiratoria y la
tosfonlacion oxidativa

t.os defectos de |la cadena respiratornia estan relacionados con deficiencias en cualquiera de
ios complejos t al IV o de sus cofactores También existen deficiencias combinadas de los

compiejos | lity IV.




5) Sintesis de ATP.

El gradiente electroquimico de protones formado por la cadena respiratoria, se disipa hacia
la matnz mitocondnal a través de un complejo proteico ltamado ATPsintetasa o complejo V
La ATP sintetasa contiene 12 suburidades. qQue forman un cana! de protones
transmembranal (FO) y una proyeccion esferica sobre la cara irterna de la membrana inter -
na mitocondrial La energia iberada por el contrafiujo ce protenes. es aprovechada por et
complejo V para sitetizar ATP a partir de ADP y fosfato El defecto por la pércida del
acoplamiento de la fosfcnlacion oxidativa en la nmutocondna muscular. se le conoce como
enfermedad de Luft la pnmera enfermedad mitocondrial descnta en la literatura Desde
entonces, se han descanto en forma arslada otras deficiencias de la ATP sintetasa

6) Importacién de proteinas.

El! procesc de mportaciton de proteinas consume energia y requiere que las proteinas se
desplieguen antes de Gue puedan atravesar las membranas mitocondnates, y que
postenormente se vuelvan a replegar despues de penetrar la matrniz mitocondrial. La
secuencia guia que onema al pohpeptdo hacia ta matnz es escindida postenormente por
una protesa especifica Mitocondnal Existen macromoleculas guias llamadas chaperoninas
que intervienen en la presentacion y onentacion espacial que deben adquirr ciertas
proteinas para poder nioducirse en la mitocondna Aungue una enzima se encuentre
catalitcamente intacta nc podra cumplir su funcion biologica siI esta onentada en el
comparimientc equivocado Los defectos en este tipo de transporte esencial se estan
conwvirtiendo en un buen eemplio de esta categoria de alteraciones mitocondriales y en un
futuro pueden llegar a formar un subgrupo importante de enfermedades mitocondriales bien

diferenciadas Ejemplo de lo antenor lo constituye una de las causas de la aciduna




F:gura 5. Comple]osyd_c la cadena‘resplralona 1 al IV y la fosforilacién oxidativa
donde interviente el complejo V .
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metiimalénica que provoca hiperoxaluna primaria tupo |, algunos defectos de la ornitina

transcarbamilasa y de la carbamiitosfato sintetasa | de! ciclo de |a urea, entre otros.

7) Senalizacién intergendmtca.

La mayoria de las funciones mitocondnales dependen de la informacion y contro! del

genoma nuciear

Recientemente se han descnto diversos mecanismos de comunicacion

entre el genoma nuclear y el genoma mitocondnal que son esenciales para la adecuada

funcion de ta mitocondna L os defectos relacionados con la sefalizacion inMtergendrmica son

muy interesantes

debido a que a pesar de tener herencia autosomica mendeliana, se

pueden manifestar por alteraciones en el genoma Mmitocondnal en forma de ablacion por

peraida total de! DNA

8) Retacion tactato/ Piruvato.

Con pocas excepciones, el incremento del lactato (L) corporal es una de las caracteristicas

mas constantes de las mitocondniopatias Generaimente esta elevacion se detecta primero

en el liquido cefatorraquidec (LCR) y tempe despues en el plasma sénco de pacientes con

alteraciones mitocondriates Los valores de referencia de lactico y piravico en sangre y LCR

publicados en concentracion milimolar (mM) por algunos grupos de investigacion son:

En sangre

Lactico(L)

10-1.8

0.6-1.2mM

Pinavico(P)
0 11-0.17mM

0.07-0.12mM

10-15

10-185

(Bergmeyer 1988, Sadubray 1976)
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En LCR:

Lactico(L) Piravico(P) (W4 {Bergmeyer 1988, Sadubray 1976)
1.2-1.6mm 0.08-0.13mM 8-15
0.5-2.8mM 0.02-0.13mM 11-15

En la disfuncion mitocondnal el incremento del lactato se asocia a una disminucion del
piruvato, con una relacion L/P elevada

Por otro lado, fas enfermedades mitocondriales que afectan el metabolismo de los acidos
grasos alteran la formacion de los cuerpos cetonicos, con disminucion del p-hidroxibutirato
(BOH), en relacion con el acetoacetato (AA), generando una disminucion de la relacién
BOH/AA

Los valores de referencia de BOH y AA en sangre publicados en milimolar (mM) por algunos

grupos de investgacion son

En sangre

BOH ’ AA BOH/AA (Bergmeyer 1988, Sadubray 1976)

60-300mmM 20-100mM 2-4

No existen en la literatura mundial los valores de referencia en LCR para los cuerpos
cetonicos. Aun no se han publicado en nuestro medio los valores de referencia para

ninguno de estos estudios en pacientes mexicanos.
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5. CLASIFICACION
Aunque no hay una clasificacion universal para las enfermedades mitocondriales se han
agrupado de diferente forma dependiendo del foco de interés con que se analicen. Desde
el punto de vista del metabolismo intermediario, se incluyen defectos de! DNA nuclear asi
como del DNA mitocondrial con sus respectivos receptores, acarreadores y cofactores, y se
pueden dividir en 3 categorias principales®:
1) Defectos en la oxidacion de acidos grasos.
2) Defectos del metabolismo de! piwruvato.
3) Defectos de la cadena respiratona
La clasificacion genética molecular separa las mutaciones del DNAmten 2 grupos“:
A. Ablaciones ("deletions” en inglés) y/o duplicaciones:

1) Re-arreglos de gran escala esporadicos.

2) Re-arreglos de gran escala transmitidos.
8. Mutaciones puntuales, casi siempre de origen matemo

1) Mutaciones puntuales que afectan genes estructurales

2) Mutaciones puntuales que afectan genes de la sintesis de RNA.
La Figura 6 presenta los sitios de las mutaciones identificadas en e! DNA huménd con
repercusion clinica.
La Tabla 1 muestra la clasificacion bioquimico-genética de los trastomos mitoéondriales.
propuesta por De Vivo y DiMauro en 1996° donde mencionan no sélo las'al(era'ciones
genéticas y bioquimicas sino también los trastomos adquiridos que puede - sufrir una

mitocondria.
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6. ESTUDIO CLINICO DE LLAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

El abordaje clinico suele ser muy dificil debido a la presencia de cuadros bizarmos y
heterogéneos, generalmente acompanados de un compromisc multiorganico con elevacion
del lactato corporat®™™™ En cualquier momento de la vida., debido a los fenomenos de
segregacion replicatva y efecto umbral, el individuo afectado va agregando en forma
paulatina los signos y sintomas que seran reconocibles y finalmente diagnosticados como
citopatia mitocondnat®™

Las manifestaciones clinicas de las citopatias mitocondriales son tan heterogéneas, que No
solamente dependen de la alteracion de la via metabdlica involucrada, sino también de
otros factores como. edad de mnicio, sevendad de la mutacion, grado de heteroplasmia,
afeccion clinica © subclinica de otros organos de la economia ademas del encéfalo y el
musculo 18T Eoios tactores, juntos o en forma aislada, determinan la sobrevivencia
det individuc afectado

En los familiares de los pacientes con ciertas mutaciones puntuales de! DNAmMt se deben
investigar intencionadamente posibles manifestaciones “aisladas”, generalmente de la rama
matema como son: talla baja, sordera neurosensorial, cefalea vascutar migrafoide,
enfermedad cerebrovascular en menores de 40 afos, asi como tubulopatia rena! entre
otras Diversos miembros de una familia, aan con la misma mutacion, pueden no tener los
mismos érganos afectados y por lo tanto presentar caracteristicas clinicas, de evolucion, de
sevendad y prondstico diferentes™,

ta clinica de una enfermedad mitocondrial se basa en el reconocimiento de las

caracteristicas fenotipicas de las mutaciones ya referidas en la literatura, tanto del DNAmt
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[Figura 6. Principales mutaciones identificadas de! DNA mitocondrial J
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como del DNAN®*®. Sin embargo. hasta el momento no se ha detectado el 100% de los
posibles defectos que nos permitan conocer |a totalidad de sus manifestaciones; sin contar
aquellas enfermedades mitocondriales que son adquindas o debidas a la deficiencia de
algun transponador y/o cofactor, de la gran cantidad que se reguieren, para que la
mitocondria funcione adecuadamente

7. ESTUDIO METABOLICO

Generalmente cuando se sospecha una citopatia mutocondrial se tiene un paciente con
afeccion multsistemica y repercusion impeortante de la funcion muscular y/o encefalica, sin

una exphlcacion clara de! comunto de signos y sintomas, cas: siempre acompanada de
grados vanables de acidosis metabolica compensada o grave, debida en la mayoria de los
29,3838

casos a hiperlactatemia Un paciente puede mantenerse relativamente asintomatico o

con manifestaciones ncipientes y poco especificas st solo rebasa hgeramentre el umbral
clinico. hasta qQue sufre una descompensacion que mcremente sus requenmientos
metabdhcos por mnfeccion, trauma y/o ejercicio fisico ntenso Esta descompensacion
metabélica eleva e! lactato corporal, causante del cuadro agudo de actdosis™ %™

E! paciente con alta sospecha clinica de enfermedad mitocondrial. sin elevacion del lactato
corporal, debe ser sometdo i1dealmente a pruebas especiales mediante ejercicio fisico o
cargas exaogenas de glucosa®®. Estas pruebas provocan una descompensaciéon artificial y
monitonzada que se denomina prueba de esfuerzo o reto metabolco y demuestran la
incapacidad de adaptacion del organismo La prueba seleccionada se considera positiva
cuando desencadena acidosts metabodlica, ésta ultima puede ser severa por o que solo

debe realizarse en lugares que cuenten con unidad de cuidados de terapia intensiva

21.38.40.41.42
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Tabia 1. Clasificaciéon Genética-bioquimica de los trastornos Mitocondriales

TRASTORNOS HEREDITARIOS

DEFECTOS DEL DNA NUCLEAR

Defectos del transporte de substratos

Defectos de la utifizacién de substratos

Defectos del cicko de Krebs

Defectos del acoptamiento de la oxidacion-fosforilacion
Defectos de la cadena respiratoria

Defectos de la importaciéon de proteinas

Defectos de la sefalizacion intergendmica

DEFECTOS DEL DNA MITOCONDRIAL

* Abtlaciones de tipo esporadico

- Ablaciones transmitidas :

* Mutaciones puntuales que afectan genes estructurales (proteinas)
* Mutaciones puntuates que afectan genes de la sintesis (RNAS)

TRASTORNOS ADQUIRIDOS

* Infecciosos

* Toxicos

= Farmacolégicos
* Envejecimiento

Modificado de De Vivo & DiMauro, 1996 ®.
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El estudic correcto del lactato es delicado y laborioso, ya que necesita entre otros
requerimientos: su obtencion sin ligadura, tubos con solucién amortiguadora especial para
sangre y LCR, respectivamente,; analisis inmediato despues de su obtencion en laboratorios
con experiencia

En muchos lugares no se tienen los recursos para medir lactato en forma adecuada, por lo
que se puede utihzar la brecha aniénica como prueba sencilla y facil que probablemente
refleje en forma indirecta la concentracion de lactato, ya que este es el anion no medible
mas abundante en el organismo La brecha anicnica se obtiene de la resta de electrolitos
(cationes y aniones) medibles en sangre (Na+K)-(Ci+HCO3), y tiene como intervalo de
referencia: 10 - 14 mEq /L Un incremento significativo es - 16 mEqQ/ L*3

Para evitar falsos positivos en |la medicion de lactato o brecha anidnica, el paciente debe
estar lbre de crisis convulsivas, infeccion, fiebre y/o trauma fisico, condiciocnes que
incrementan e! metabolismo basart**

No existen referencias en Ia literatura que correlacionen a la brecha anidnica con los niveles
de lactato corporal en pacientes con enfermedad mitocondrial.

Otros substratos, metabolitos y acidos tambien deben medirse para complementar el
estudio de! metabolismo intermediario, tales como:

1.- El piruvato en sagre y LCR para conocer la relacion /P la cual se encuentra elevada
cuando esta > 35 en muchos casos relacionados con citopatia mitocondrial®®.

2.- Los cuerpos cetonicos en sangre y LCR ya que pueden estar disminuidos o ausentes en
algunas mitocondriopatias®®*®,

3.- Ciertos amincacidos come alanina y leucina entre otros, pueden estar elevados en orina

y sangre de pacientes con disfuncién mitocondrial*®,




La determinacion de acidos Orgamicos y aminoacidos en orina y sangre son esenciales en
pacientes con sospecha de entermedad metabolica*”. Ejemplos de ello son ta
hiperalaninemia o la aciduna dicarboxilica que son resultado de alteracién del metabolismo

energetico*®

Algunos casos de citopatias Mitocondriales se pueden acompanar de disfuncién de uno o
varios de los sigulentes oOrganos cardiaco (disrmtnias y/o bloqueos), renal (acidosis,
hipofosfatuna. aminocaciduna) y/o hepatico (hipoglucenmua. hiperamonemia). Asi mismo
pueden presentarse aheraciones resprratonas (especialmente apnea central) y/o de tipo
endocnns (diabetes mellitus. hipotiroidismc hipoparatiroidismo  y deficiencia aislada de

hormona de crecimiento)' =72 048445

8. ESTUDIOS NEUROFISIOLOGICOS Y DE IMAGEN CEREBRAL

L.a mayoria de los examenes de laboratoric y gabinete son inespecificos. Sin embargo en

varias trabajos™'4%*?

se mencionan estudios de apoyo diagnostico no invasivo, espe-
cialmente relacionados con neurofisiviogia € imagen. ya que son de gran utilidad para
onentar el abordaje micia! ante ila sospecha climica de encefalomiopatia De esta forma se
pueden optimizar los recursos especializados e invasivos (bioquimicos. histopatelogicos y
de genetica molecutar) Los estudios neurofisiologicos reflejan indirectamente algunas
alteractones de! SNC penfernico y muscular El electroencefalograma (EEG) puede detectar
lentificacion de! ntmo de base. eprsodios paroxistcos de origen epiléptica® 58384 o con
menor frecuencia un patron pseudopenodico®® Los potenciales evocados (PE) muestran
hasta en un 76% de los casos dismnucion en la amplitud y retraso en la iatencia de los
PESS, PEV y ERG, mientras que en los PEAT se refieren alterados en un 47% de los

81.58.67,80

mitocondridpatas tos hallazgos de fa electromiografia (EMG) son muy
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heterogéneos en las diferentes series referidas “**°*' a saber miopaticos, neuropaticos, la
combinacién de ambos. También pueden presentar cambios inespecificos, por o que aun
falta una evaluacién mas profunda a! respecto. La velocidad de conduccion nerviosa (VCN)
se refiere anormal en el 100% de 10s casos, aunque aun no se define si su origen es
primario o secundario*®%'* Un estudio polisomnografico realizado a un paciente con
citopatia muitocondrial de tipo NARP mostré apnea central, asi como apnea-hiponea e

hipoventilacion por obstruccion de la via aérea superior™,

Por neuroimagen se han descrito diversas alteraciones en TAC e IRM, esta altima muestra
mayor sensibilidad para detectar anormalidades. Las imagenes refendas tanto supra como
infratentoriales son inespecificas®™ %, de ellas destacan. los cambios heterogéneos en 1a
densidad o intensidad de las substancias blanca o gris®®, calcificaciones®, atrofia e
incluso imagénes que semejan eventos vasculares de tipo isquémico®™®™. Las imagenes en
IRM generalmente muestran aumento del agua libre en e! lugar afectado en regiones
temporo-occipitales (cortico subcorticales) como en el sindrome de MELAS®® o en las
areas que corresponden a los nNucleos basales y/o tallo cerebral como ocurre
trecuentemente en el sindrome de Leigh ¥ y con menor ocurrencia en MELAS®™ o el
sindrome de Keams-Sayre®™. En ocasiones la sefial semeja los cambios sélo en la
substancia blanca de los centros semiovales. Es importante sefalar que al inicio del cuadro
clinico se pueden encontrar imagenes normmales o con atrofia cortical minima®%’. Cabe
destacar que en el sindrome de MELAS, las imagenes anormales detectadas por IRM son
altamente varables en su localizacién en un mismo paciente, situacion que se ha

denominado “migratoria™®. Actualmente con la técnica de espectroscopia por resonancia
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magneética (SRM) es posible estudiar al metabolismo oxidativo en forma no
invasiva® o7 T2,

9. ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

E]l musculo estriado es el tejido corporal que mas se ha utilizado en el humano para el
estudio bioquimico y morfolégico mitocondrial™ 7®.

La presencia y en ocasiones la ausencia de ciertos marcadores histoquimicos e
inmunohistoquimicos pueden ser altamante sugestivos de enfermedad mitocondrial. Las
tinciones mas comunmente utilizadas para el diagndstico de enfermedades mitocondrales
son las siguientes

“Tincidn de Gomon es la mas famosa histéricamente hablando, tifle de rojo las
mitocondnas que tienen profiferacion anormal en el sarcolema y entre las miofibrillas,
aigunas de estas ultimas se encuentran rotas y rasgadas, por lo que se les conoce como
“fibras rojas rasgadas” (FRR)'®. La presencia de estas fibras en el musculo de pacientes
con miopatia o enfermedades sistémicas es diagndstica de citopatia mitocondrial,
especialmente en los defectos de la cadena respiratoria. Cabe sefialar, que |la deteccioén de
FRR en biopsias musculares depende de la evolucidon y el estadio clinico del enfermo, ya
que en algunos tipos de miopatia infantil benigna desaparecen en el curso de la
enfermedad, mientras que en otros casos. se requiere un tiempo prolongado de
sintomatologia para encontrarias. Es muy importante considerar que la ausencia de FRR no
descana la posibilidad de una mitocondriopatia’™ 7, Mas aun, la mayor parte de los defectos
mitocondriales no tienen positivo este marcador tisular, ejemplios de ello son: la deficiencia
de piruvato deshidrogenasa (PDHC), piruvato carboxilasa (PC), palmitoil transcarbamilasa

(CPT), asi como la mayoria de los pacientes con sindrome de Leigh (SL), LHON y NARP7®.

35

TESIS CO¥

. \wmx..m DE CRIGEN




*Tincidn de citocromo ¢ oxidasa (COX): la ausencia de color en esta tincién sugiere una
anormalidad de la actividad bioquimica de COX en la cadena respiratoria. Ejemplos ge ello
son las miopatias con deficiencia especifica o generalizada de COX como en algunos casos
de SL y en micpatias COX deficientes benignas o fatales™. La tincién COX negativa
acompanada de FRR es caracteristica de cieras citopatias mitocondriales relacionadas con
mutaciones del DNAmMt, con excepcion de una mutacion especifica denominada
encefalomiopatia con episodios cerebrales pseudoicticos (MELAS), en donde las FRR se

acompanan de tincion COX positiva

*Tincion de succinato deshidrogenasa (SDH): es la tincidn histoquimica mas sensible de
todas para detectar el funcionamiento anomalo mitocondrial en tas biopsias de musculo

estriado®

La microscopia electréonica de! musculo estriado puede detectar | las .alterapiongs
ultraestructurales de fa mitocondria asi como inclusiones andmales dentro deﬂrla‘ rﬁismar tas
inclusiones pueden ser laminares, granulares © vacuoladas?'. Est¢ recurso aqnque
inespecifico, en su momento fue el unico estudic que podia apoyafc el’éiaghééﬁép de
mitocondriopatia, sin embargo pierde cada dia valor si lo corﬁ'piar;arﬁofs::g:on las 'éinciénes

histoquimicas e inmunohistoquimicas especificas que se utilizan en la actualtidad™,

Aunque desde el punto de vista bioquimico y morfolégico el met:-;bdlismo oxidativo de!
musculo representa estrechamente al del cerebro™; los estudios de autopsia de pacientes
en quienes por biopsia muscular se habian detectado FRR, mostraron cambios cerebrales
mnespecificos como atrofia, gliosis, infartos, asi como cambios espongiformes difusos en la

subtancia blanca (leucoencefalopatia) y en ta gris (nticleos basales y del talio)™®.
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El tejido muscular de 4 nifios estudiados por Pastons y cals™, con diagnoéstico clinico y
bioquimico que confirmo disfuncion mMitocondrnat (elevacion de lactato y alteracion de COX),
mostro que los diametros de las tibras musculares eran mas pequefos que en los controles
Arpa y cols*® estudiaron 15 casos. y las alteraciones mas iMportantes que encontrarocn en
orden de frecuencia fueron vanacion en e} tamano de tas fibras musculares (60%),
inclusiones liptdas (33 3%,;. agregados subsarcolemicos oxigativos (26%, y tbras rojas
rasgadas (FRR) (26%) Las FRR estan presentes solo ¢n tos defectos bioquimicos que
Involucran la cadena respiratona® como las EMM que incluyen MERRF, MELAS y CPEO™,
este ulumo es el sindrome que con mayor frecuencia se asocia con COX negatve Existen
encefalopatias "puras” sin FRR como LHON, y el complejo ataxia, retinitis pigmentosa-
demencta denominado NARP™

En nifios pequefios., durante el pernodo de lactancia, las alteraciones histopatologicas
pucden ser totaimente inespecificas, come 1o demuestran Uusimaa y cols™. Estos haltazgos
sugieren que en los estadios tempranos de la mayoria de las mitocondnopatias, las
alteracrones broquimicas senaladas se reflejan escasamente en los estudics morfologicos
Schroder detecto neuropatia en todos los casos de miopata mitocondnal en los que estudio
el nervio penferico., por analists morfometnco®® ., queda por determinar s !a neuropatia es
causada directamente por disfuncion mutocondnat o por Otros Mecanismos patogenicos.

Es interesante sefalar que se ha encontrado disfuncton y/o alteracion morfologica
mitocondnal en pacientes con atecciones neurologicas ansladas Nespecificas como
hipotonia, epillepsia. retrasc mental. sin otras manifestaciones clinicas ya reconocidas en las

citopatias mitocondriates™




10. DIAGNOSTICO
De la Clasificacién bioquimico-genética de las mitocondriopatias se desprende el estudio
clinico y paraclinico especifico para el abordaje de ias enfermedades hereditarias:

A, ENFERMEDADES MITOCONDRIALES POR DEFECTOS DEL GENOMA
NUCLEAR

1) Clinica, estudios y manejo de los trastornos del transporte:

1.1_Deficiencia pnmana de Camitina *%*®

“Herencia. autosémica recesiva
*inicio:lactantes
*Cuadro clinico:Manifestaciones generalizadas que alteran la funcion cardiaca, muscular y/o

renal. Hipotonia globa!, crecimiento inadecuado, alteraciones del estadio de alerta que

pueden llegar hasta e! coma

*Laboratono. Hipoglucemia hipocetonica, en suero y muscuto niveles bajos de camitina libre
y estenficada Ausencia de acaduna. En la biopsia muscular infiltracién grasa, en cultive de
fibroblastos se pueden detectar portadores heterocigdticos asintomaticos

“Tratamiento: suplementos arales de L-carnitina

1.2 Deficiencia de carmutina _paftmutol transferasa ! s.9.48

*Herencia autosomica recesiva

*Inicio: jactantes

*Cuadro clinico. alteraciones recurrentes del estado de alerta que pueden llevar at coma
acompafiadas de hepatomegalia (parecidas al sindrome de Reye), ocasionalmente acidosis

tubular renal. Episodios desencadenados por el ayuno o infecciones




~Laboratorio: Hipoglucemia hipoceténica, hiperamonemia, hipertransaminemia, acidosis
tubular renal, niveles normmales o altos de carnitina y/o ausencia de aciduria dicarboxitica.
“Tratamiento: dieta con ahmentos que contengan triglicéridos de cadena media.
1.3_Deficiencia de camitina palmitoil transferasa_Iff>4%

“Herencia: autosémica recesiva

*Inicio: 2 formas la Infantit y la del adulto

~Cuadro clinico:

1.3.1 ADULTO: Forma benigna compatble con ia vida. Predominio masculino. Miopatia
caracterizada por dolores musculares recidivantes. Los sintomas se desencadenan por el
ayuno, el ejercicio prolongado, exposicion al trio. infecciones y tension emocional.
“Laboratono: Mioglobinuna con elevacion brusca de CPK, precipitadas por factores
desencadenantes. Biopsia muscular generalmente normal al inicio y con el tiempo depdsitos
grasos. Niveles normales de carmitina Mutacidn en sentido erroneo (Missense mutation) en
el cromosoma 1 (1p32) en poblacion caucasica

Tratamiento: Evitar factores precipitantes. Dieta alta en carbohidratos y baja en grasas.
1.3.2 INFANTIL: Forma grave en reciéen nacidos es mortal. Sus manifestaciones mas
frecuentes son la hepatomegalia la cardiomiopatia y alteraciones del estado de alerta que
pueden llevar al coma (semeja al sindrome de Reye).

"Laboratorno: hipoglucemia hipocetogerica, aciduria organica, niveles bajos de camitina
libre y total, con incremento en las concentraciones de lipidos y acil-camitina de cadena
larga.

Tratamiento: candidato a tratarse con terapia génica.
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1.4 _Deficiencia de acil camitina-carnitina translocasa®®*®

*Herencia: autosémica recesiva
*lnicio’ lactante
*Cuadro cilinico crisis convulsivas, apnea, bradicardia, vomito, alteracion del estado de

alerta que puede llegar hasta el coma, debilidad generalizada y/o hepatomegalia (parecida

al Sindrome de Reye) Cuadro desencadenado por ayuno.

*{_aboratonc. miogtobinuna, niveles muy bajos de carnitina bre sérica con incremento de
cadenas largas de acil-camitina, hipoglucemia hipocetonica e hiperamonemia.

“Tratamiento. evitar ayuno

2) Clinica, estudios y manejo de los trastornos de la utilizacién de substratos:

2.1_Deficiencia del complejo piruvato deshidrogenasa 5>

La mayoria de los pacientes tienen un defecto en la subunidad a €: det complejo.

*Herencia: hgada al cromosoma X (Xp22). Se pueden presentar:ablaciones, inserciones y
mutaciones con sentido erroneo (mMmissense mutation). Predomina en varones, aunque no es
excluyente e! genero femenino.

* inicio: se presenta en 3 formas, ia neonatal, la del lactante y de la niflez

*=Cuadro clinico

2.1.1 NEONATAL: se caracteriza por peso bajo al nacimiento, crecimiento inadecuado,
hipotonia (succidn débil), apnea episodica, cﬁsié convulsivas, aneragién del Veystado de aterta
al coma. También se presenta  sindrome dvismérfico: puenté hasal 'afr;plié. narinas
antevertidas, micrognatia, baja implantacion de pabellones auriculares, brazos y dedos

cortos, pliegue simiano e hipospadias.
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2.1.2 LACTANTE: se presenta entre los 3 y 6 meses de edad, con retraso psicomotor,
hipotonia con componente distonico, disfagia, crisis convulsivas, ataxia, piramidalismo,
desaceleracion del crecimiento cefalico, oftalmopeljia con ptosis papebral, atrofia éptica, y

neuropatia periféenca

2.1.3 NINEZ Se manifiesta como ataxia fluctuante, fatiga facil, y paraparesia transitoria.
Entre episodios los pacientes pueden estar asintomaticos

*Laboratornio Acidosis lactica con una relacion de lactato/piruvato normat. En la forma del
lactante se pueden detectar por neuroimagen las lesiones simeétricas en nucleos basales,
puente y/o mesencetalo que son caracteristicas del sindrome de Leigh.

*Tratamiento puede responder a namina especialmente en la nifez. Se sugiere dieta rica
en grasa como fuente alternativa de acetilCoA Otros suplementos son: el acido lipoico y la

L-camitina

2.2 Deficiencia de piruvato carboxilasa®23684

*Herencia autosomica recesiva, gen localizado en el brazo largo del cromosoma 11.

‘Inicio:lactante
*Cuadro clinico tiene 3 presentaciones la francesa, la norteamericana y la benigna.

2.2.1 Francesa y norteamericana cuadros graves y generalmente mortales con hipotonia,

retraso psicomotor severo y crecimiento inadecuado.

2.2.2 Benigna: cuadro clinico de vomitos y ataxia intermitentes, sin o con retraso psicomotor

leve

Laboratono. las formas francesa y norteamericana tienen ausencia o deficiencia severa de

1a enzima piruvato carboxilasa, acidosis lactica, cetoacidosis, relacidon L/P aumentada con




disminucién de la relacibn BOH/AA. La forma francesa se asocia con citru'linemia.
hiperlisinemia, hiperamonemia y disminucién de aspanato.

“Tratamiento: No existe.La forma francesa es mortal, ia norteamericana es menos severa
pero igualmente fatal en la lactancia. Se pueden identificar’ heterocigqtos con cultivo de
fibroblastos y es posible el diagnostico prenatal por amniocentesis. ‘

2.3 Deficiencia multiple de carboxilasag®®*s®

*Herencia: autosémica recesiva

*Inicio:lactante menor

*Cuadro clinico: respiracion irregular, crecimiento inadecuado, alopecia, erupciones
cutaneas, convulsiones, atrofia optica, pérdida de la audicion e infecciones frecuentes.
*Laboratono:deficiencia de holocarboxilasa sintetasa o de biotinidasa, acidosis metabdlica y
alteraciones inmunologicas

*Tratamiento: los pacientes responden a dosis altas de suplementos de biotina.

2.4 DEFECTOS DE LA I-OXIDACION: 59468686857

Todos estos defectos tienen una herencia autosémica recesiva. El mas frecuente es la
deficiencia de la acil coenzima A de cadena media.

2.4.1_Deficiencia de la acil coenzima A de cadena media:

*Herencia:autosémica recesiva. Se debe a la mutacion AS85 — G de! cromosoma 2.

“Inicio: lactante menor

“Cuadro clinico: se presenta en forma de episodios de vomitos, hipotonia y alteracién det

estado de alerta que puede llegar al coma. Enmascara una deficiencia sistémica de

camitina, un sindrome de Reye o una muerte infantil inesperada. En forma crénica puede
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manifestarse con conwulsiones., desarrolio inadecuado y poca debildad proximal de ias
extremidades

“Laboratorio tipicamente se presenta hipoglucemia hipocetonica recurrente
desencadenada por el ayuno o infecciones intercurrentes Disminucion de la carmitima total y
libre, aciauna organica La biopsia muscular muestra nhitracion grasa

*Tratamente Ewtar faclores precipilantes con estrateqas para prevenir ayuno prolongado
e infecciones Dieta alta en carbohidratos y baja en grasas y con suplemento de aceite de
trighcendos de cadena media Suplemento de cofactores como nboflavina y/o carnitina

Las manifestaciones del resto de 10s defectos de la {j-oxidacion son muy parecidas a ias ya
mencicnadas para la dehciencia de acl coenzima A de cadena media, con algunas
particulandades gue se presentan 1 conunuacion

A diferencia de o que ocurre con la deficiencia de acil coenzima A de cadena media, el
resto go defectos de la ta [ -exidacion producen mucha mayor debilidad muscular

2.4.2 Arreracion de la enzima tnfuncional y

2.4.3 Deficrencia de aci coenrima A de cadena larga

Acemas de las caractenstucas comunes refendas con antenoridad, esta alteracion puede
conaicitonar miocardiopatia neuropatha sensitiva, retinopatia pigmentaria y hepatopatia con
elevacion del factato

2.4 .4 Deficiencia de 3 hicrox acr coenzima A desidrogenasa de_cadena lama,

2.4.5 Defictencia_de 3 hidroxr acil coenzima A _desidrogena,

2.4.6 Deficiencia de aci coenzima A destudrogenasa de cadena muy larga’
Se manifiestan tipicamente con mioglobinunia y con disfuncion hepatica severa.

2.4.7 Deficiencia de acil coenzima A destidrogenasa de cadena_corta;
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A diferencia de todos los demas defectos de la f3-oxidacién esta deficiencia produce
hipertonia.

2.4.8_Deficiencia de la flavoproteii

 transfernidora de electrones y

2.4.9 Deficiencia de la flavoproteina transfendora de electrones CoQ oxidomeductasa;
Pueden presentar el cuadro clinico de la deficiencia multiple de acil coenzima A
deshidrogenasa (aciduna glutanca tupo (), olor pecubar que recuerda a la acidemia
isovalérica (queso rancio) Puede o no acompanarse de malformaciones congértas y/o
dismorfias caractenzadas por baja imptantacion de pabellones auriculares, hipertelorismo,
frente amphlia, tupoplasia del tercic medio de la cara, pie en forma de piolet, hemiacion de la
pared abdominat y malformacion de genitales externos. Cuando se acompana del cuadro
dismorfico el pronostico se agrava Estos pacientes responden dramaticamente a grandes
dosis de nboflavina

3) Clinica, estudios y manejo de los trastornos del Ciclo de Krebs: %%

3.1 _Deficiencia de fumarasa

*Herencia autosdémico recesivo. Codificado en cromosoma 1. Se ha identificado una
mutacion puntual (G855C) en dos pacientes

“Inicio: lactantes

“Cuadro clinico:encefalopatia infantil progresiva y severa con crecimiento inadecuado,
hipotonia, irritabilidad que altema con letargia, microcefalia. ’
*Laboratoro: acidosis lactica, hiperamonemia, aciduria fumarica y succinic'a.v El c‘!efecto de
la fumarasa puede detectarse en todos los tejidos tantqf'ér'\- ;ﬁitoéar;dﬁas como en
isoenzimas citoplasmicas. En microscopia electronica .se dété’ciia 'prr'ol‘ift:ar‘a;civén mitocondrial.

En forma prenatal puede provocar hidrocefalia y polihidramnios. *Tratamiento: no existe.
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3.2_Deficiencia_succinato deshidrogenasa: (Esta deficiencia puede considerarse tanto de
Ciclo de Krebs como de la cadena respiratoria)

*Herencia:autosomica recesiva

*inicio:Lactante-pre-escolar, adulto.

*Cuadro clinico: puede ser heterogéneo.

3.2.1 En nifios: retraso del desarrollo, crecimiento inadecuado, hipotonia, letargia,
insuficiencia respiratoria, ataxia y mioclonias.

3.2.2 En adultos: miopatia con debilidad proximal, intolerancia al ejercicio y mioglobinuria
recurrente.

*Laboratorio:acidosis lactica La neurcimagen de la presentacion infantii puede ser
compatible con el Sindrome de Leigh. En la biopsia muscular se encuentra disminucion de
la actividad de la enzima succinato citocromo c reductasa (complejo || de la cadena
respiratoria), con técnicas de histoquimica se pueden detectar fibras rojas rasgadas y
ausencia de tincion para succinato deshidrogenasa. Concomitantemente en algunos casos
se presenta deficiencia de la enzima aconitasa

Tratamiento:no existe.

3.3 Otras deficiencias enzimaticas del Ciclo de Krebs son mucho mas raras.

3.3.1_Deficiencia de a-cetoglutarato deshidrogenasa:

Esta enzima comparte una subunidad con otras tres enzimas, a saber.a-cetoacido
deshidrogenasa, dihidrolipoil deshidrogenasa (E3 de PDHC) y cetoacido deshidrogenasa de
cadena ramificada. Se ha descrito en lactantes con cuadro clinico parecido a la deficiencia
de fumarasa pero a diferencia de éstos se aprecia aciduria con elevaciéon de los siguientes

acidos organicos: a-cetoglutarato, piruvato, lactato, y a-cetoacidos de cadena ramificada.
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3.3.2_Deficiencia de aconitasa

Esta deficiencia se asocia con alteraciones del metabolismo de grupos hierro-azufre en

jovenes con intolerancia a! ejercicio y rmogliobinuria

8. ENFERMEDADES MITOCONDRIALES POR DEFECTOS
TANTO DEL GENOMA NUCLEAR COMO DEL. GENOMA MITOCONDRIAL

1) Clinica, estudios y manejo de los trastornos de la cadena respiratoria: 59848

1.1 _Deficiencia de! Complejo | (NADH-DH)
(NADH-coenzima Q oxidorreductasa)
"Herencia contiene 35 a 40 pohpeptidos y varios componentes no proteicos. Siete de estos
polipeptidos son codificados por el DNAMit y el resto por el DNAN. Por lo que puede estar
asociado a herencia autosormica o mitocondnatl
*Inicio: Intancia. ntfex o vida adulta
*Cuadro clinico Tres sindromes prnncipales
1.1.1 Multisistémico infantl!
Hipotonia generalizada neonatal, retraso psicomotor, cardiopatia e insuficiencia
cardiorespiratona mortal
1.1.2 Miopatia bernugna.
intolerancia al ejercicio y debilidad estacionaria en nifos o adultos.
1.1.3 Encefalomiopatia.
Combinacion de signos y sintomas en nifios o adultos que pueden' incluir: oftatmoplejia,
crisis convulsivas (epilepsia parcial continua), sordera neurosensorial, retinosis pigmentaria,
ataxia, neuropatia sensitiva, demencia y movimientos involuntarios. En algunos casos

episodios pseudoicticos.
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*Laboratorio: acidos:s lactica que puede llegar 3 ser mMuy aita. espectalmente después del
ejercicio. En los nifos puede encontrarse un patron de smagen cerebral compatible con
sindrome de Leigh En ia biopsia muscular se detectan en la forma mtantu! mitocondrias
anormailes e infiltracion grasa y en la torma miopatca pucden llegar a encontrarse FRR. Asi

mismo en el musculo se deterrmina la deficiencia enzimauca

*Tratamiento para la forma intanti no existe y para la torma miopatica se utihzan dosis
elevadas de nboftavina y succinato sodico

1.2 Deficiencia deol Complejo 11 (SCCR)

(succinao - coenrmma Q oxidorreductasa)

Comentada con antenondad en tas atteraciones del Ciclo de Krebs, como succinato
deshidrogenasa Este complejo contiene solo potipéptidos codificados por et ODNARN.

1.3 Deficrencia cel Compleje il (CCR)

(Coenzima Q-citocromo ¢ oxidorreductasa)

"Herencia de las 11 subunidades que se compone este complejo, sélo una (el citrocromoe b)

esta codificada por el DNAmMt Por lo que su herencia es predominantemente autosomica

recesiva
“tnicic: lactancia, ninez o vida adulta
*Cuadro clinico se han descnto 4 presentaciones

1.3.17 Encefalomopatca infant!” enr esta edad las marfestaciones son severas con

hipotonia. postura distonica. ¢cnsis convulsivas y estado de coma.

1.3.2 Encefalomiopatica de mmcio tardio’ se presenta desde la nifiez o en adultos con la

combinacion de unc o mas de los siguientes signos. en los que en forma vanada pueden
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incluir debilidad, talla baja, ataxia, demencia, sordera neurosensorial, neuropatia sensitiva, y
retinosis pigmentaria

1.3.3 Miopatica. se manthesta por intolerancia al ejercicio y debilidad estacionaria.

1.3.4 Cardiomiopatia histiocitoide infantil

“Laboratorio: acidosis lactica de sevendad variable. En la biopsia muscular se puede
detectar l1a deficiencia de la actividad enzimatca.

*Tratamientc en los casos leves las vitamina K y C pueden tener algun beneficio.
1.4_Deficiencia del complejo IV (COX)

(citocromo ¢ oxidasa)

*Herencia este complejo esta conformado por 13 subunidades, tres de las cuales
(subunidades 1, Il y Ill) se codifican por el DNAmMt Su herencia es autosodmica recesiva.
*Inicio:lactancia y ninez

*Cuadro clinico.existen dos presentaciones

1.4.1 Encefalomiopatia esta es una de las tres principales causas de sindrome de Leigh,
que se caractenza por demencia, ataxia. atrofia optica, oftalmoplejia, nistagmus, distonia,
sindrome piramigdal. e insuficiencia respiratona El sindrome de Leigh por deficiencia de
citocromo ¢ oxidasa es clinicamente diterente a! que se presenta por deficiencia del
complejo de piruvato deshidrogenasa Este ultimo trastormno inicia los sintomas desde el
periodo neonata!l y hasta la lactancia, la muerte sobreviene entre los 6 y 12 meses de edad
por convulsiones y apnea recurrente. El sindrome de Leigh por deficiencia de citocromo ¢
oxidasa tiene una evolucion mas lenta con desaceleracion del crecimiento cefalico y
neuropatia periférica. rara vez se presentan crisis conwvulsivas. Existen otras causas no

mitocondriales del sindrome de Leigh. que son menos frecuentes.




1.4.2 Miopatia: en esta forma hay dos variantes, una fatal y una benigna, con hipotonia
generalizada e insuficiencia respiratoria. En la variante fatal la muerte ocurre en ia mayoria
de los casos antes del afo de edad y en {a forma benigna puede mejorar espontaneamente
entre los 2 y 3 afnos de edad. Se puede asociar al sindrome rena! De Tony - Fanconi
“Laboratorio:acidosis lactica cuya intensidad esta relacionada con la severidad del cuadro
clinico. El sindrome renal De Tony - Fanconi se caractenza por glucosuna, fosfaturia y
aminoaciduria. En {a biopsia muscular pueden detectarse FRR en las formas miopaticas
sintomaticas, que pueden desparecer al normalizarse la actividad enzimatica de COX. Sin
embargo, las FRR son infrecuentes en el sindrome de Leigh.

En la biopsia muscular se detectan grados varnables de deficiencia de COX. ta tincién
histoquimica para COX y la inmunohistoquimica con anticuerpos contra la subunidad Vila
son formas especificas para hacer el diagnostico.

1.5 _Deficiencia de! complejo V (ATPasa):

(ATP sintetasa)

“Herencia:este complejo esta formado por 12 a 14 subunidades, dos de las cuales (ATP6 y
ATPS8) estan codificadas por el DNAmMt. Se han descrito deficiencias en la subunidad ATP6.
“Inicio:sélo se ha descrito en adultos.

*Cuadro clinico: existen hasta ahora dos presentaciones, una como miopatia congénita de
muy lenta progresion y a otra caracterizada por derﬁencia, ratinopatia, ataxia, neuropatia
penférica y debilidad muscular. ‘

“Laboratono: en la forma miopatica se pueden de!eétar FﬁR.

“Tratamiento: no descrito.

1.6_Deficiencia de la coenzima Qo
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t.a coenzima Q actia como lanzadera de electrones entre los complejos | y Il y el complejo

n.
*Herencia:probablemente autosémica recesiva
*Inicio: infancia

“Cuadro clinico: descrito en dos hermanas que presentaban retraso .- mental, crisis

convulsivas, debilidad progresnva mtolerancua aI e;ercucno

*Laboratorio: lactato y CPK’ elevados en sangre. Dasrmnucnén de Ia concentracién de la

coenzima Q en et muscuto, sm embargo en ﬁbroblastos y suero las concentraciones fueron

normales.
“Tratamiento: coenzima Qo

1.7_Defectos del acoplamiento oxidacién /. foslc;dlaéién:

(Enfermedad de Luft) ; T

*Herencia: esporadica. Los dos ca;bs referidos en ta literatura son del género femenino.

*Inicio: adolescencia. =

*Cuadro clinico: se caracterizé por. uh estado de' hiperfnetabolismo no tiroideo, con ﬁebfe. )

intolerancia at calor transpiracion profusa pohfagxa pohdnpsna taquicardla A pesar de que

existe intolerancia al ejercicio, 1a debmdad muscular es leve.

*Laboratorio: ' hipermetabolsimo con pruebas tiroideas normales. Aumento del indice
respiratorio mitocondrial, incluso en ausencia de ADP. En i1a biopsia muscuiar se detectan

FRR y proliferacion capitar inmtramuscutar.

2) Ctinica, estudios y manejo de los trastornos de la importacién de proteinas:*%%*
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*Herencia: solo hay pocos casos con pruebas mitocondriales indirectas, por lo que no se
conoce el tipo de herencia Sin embargo, dado que toda ia maquinaria de importacion es de
origen nuclear, probablemente esté asociada a herencia medeliana.

*Inicio” 2 casos descrilos en pacientes adolescentes que iniciaron desde la infancia.
*Cuadro clinico. miopatia progresiva que llevé a fa postracion y a la alimentacion por
gastrostomia

“Laboratorio’ Elevacion corporal del lactato. En la biopsia muscular no se encontraron FRR,
algunas fibras con tincion para COX negativa y el total de las fibras fue negativa a la tinciéon
para SDH. En uno de los casos se detectd una deficiencia combinada de las enzimas de la
cadena respiratona. El complejo sulfuro-férrico de ila SDH y del complejo 1l se encontré

normat en el citoplasma y el defecto fue detectado solamente en la fraccion de mitocondrias

aisladas

*Tratamiento: no se conoce

3) Ctinica, estudios y manejo de los trastomos de sefalizacion intergendmica:

Estos defectos se mantfiestan en dos grandes grupos, et pnmero con herencia autosémica

dominante y el segundo autosomico recesivo, caracterizados por ablaciones mudltiples o

pérdida total del DNAmM:

3.1 _Ablaciones multiples de! DNAm?

Existen dos tipos. Uno con herencia autosomica dominante con oftalmoplejia progresiva sin
carciomiopatia y el otro autosdOmiceo recesivo con oftalmoplejia progresiva con
cardiomopatia

3.1.1 Oftalmopiejia progresiva sin cardiopatia:

“Herencia autosoémica dominante
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*Inicio: niflez y adulto jéven

*Cuadro clinico: intolerancia a! ejercicio, miopatia con oftalmoplejia progresiva, cataratas
bilaterales y muerte prematura. En dos cas0s de origen japoneés se presentd ademas atrofia
optica y ptosis palpebral y neuropatia periferica. Un caso francés tuvo incoordinacion
motora en episodios recurrentes, somnolencia, coma. Se ha descrito una familia finlandesa
con depresion mental severa, asociada a defectos del cromosoma 10.

“Laboratorio’ acidosis lactica vanable. En los casos de! Japdn, presentaron mioglobinuria
recurrente, el caso frances se asocio cetoacidosis. £En la biopsia muscular se detectan FRR
y deficiencia parcial combinada de enzimas de la cadena respiratoria.

“Tratamiento no reportado

3.1.2 Oftaimopleja progresiva con cardiopatia:

*‘Herencia autosomica recesiva

“Inicio’ lactancia

“Cuadro clinico. se describié en dos familias de Arabia Saudita, una de ellas con
antecedentes de consanguinidad. Tanto {a oftaimoplejia como la cardiomiopatia hipertrofica
tuvieron una evolucion progresiva, ésta Ultima de intensidad severa que lo llevo a la muerte
por insuficiencia cardiaca a temprana edad.

* Laboratono: En el musculo se detectaron FRR.

3.2 Pérdiga total del DNAmt

Esta alteracion tiene una expresion tisular variabte

*Herencia: probablemente automica recesiva

*Inicio. neonata!l y lactantes menores.

“Cuadro clinico: Existen tres formas clinicas con manifestaciones de:
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1) miopatia congénita, 2) miopatia infantil y 3) hepatopatia.

3.2.1 Miopatia congénita’ hipotonia neonatal severa con insuﬁciencia‘ respiratoria y
sindrome de De Toni-Fancon:.

3.2.2 Miopatia infantil. demencia asociada a debilidad muscular que se presenta al afio de
edad, que tiene una evolucion rapidamente progresiva y mortal.

3.2.3 Hepatopatia: hepatomegalia con insuficiencia hepatica mortal ,a;ociada a miopatia
congeénita.

“Laboratorio: CPK elevada, con acidosis lactica de intensidad variable, incluso leve. En
musculo, entre mas larga sea la evolucién, se pueden detectar FRR Yy alteraciones
histoquimicas variables caracterizadas por fibras cox negauvas o de: otras enznmas de la
cadena respiratona. i

“Tratamiento: no reportado

C. ENFERMEDADES MITOCONDRIALES ASOCIADASA MUTACIONES
DEL GENOMA MITOCONDRIAL

Las manifestaciones sindromaticas de las mutaciones de! genoma mitocondriat se’ dividen
en: - - :
1) Re-ordenamientos (ablaciones o duplicacidnes) a gran escala

2) Mutaciones puntuales

Es interesante sefialar que algunos re-ordenamientos se pueden asociar a manifestaciones

clinicas de algunas mutaciones puntuales,

1) Cilinica, estudios y manejo de. los trastornos por re-ordenamiento del

DNAMmt: 5238748480
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Las mutaciones por re-ordenamiento comparten caracteristicas esenciales: la mayoria se
presentan en forma esporadica (no hereditaria) y se producen por peérdida de material
genético.

Existen dos tipos de re-ordenamientos: las ablaciones y las duplicaciones

1.1 ABLACIONES, (en inglés deletions) generalmente esporadicas.

1.1.2 Sindrome de Keams-Sayre:

Es la mutacion del DNAmMt mas frecuentemente detectada. Existe un sitio de ablacién

comun, de aproximadamente S kb.
*Herencia: no tiene, casi invariablemente es de presentacién esporadica.
“Inicio: antes de los 20 aiios.

*Cuadro clinico: se manifiesta con oftalmoplejia externa progresiva y retinosis pigmemosa.
mas alguna de las siguientes caracteristicas: demencia, sordera neuro;ensoﬁal, sindrome
cerebeloso, trastormo del ritmo cardiaco, talla baja, hipoparatiroidismo qg;ue: buede provocar
crisis convulsivas en forma ocasional, diabetes mellitus. Se han descrito aéocia_cibnes con
episodios pseudoicticos cerebrales (ver mas adelante: MELAS),ry con menor f;ééuenéia con

miastenia gravis juvenil. . o K Tl T

*Laboratorio: acidosis lactica, en LCR hnperprotemon'aqu:a (>100mg/dl) deﬁc:encua alslada

de hormona de crecimiento, en EKG alteracnones de Ia conducc:on cardlaca. que pueden

ser causa de muerte subita. Si existe hlpoparaurmdxsmo e pueden detectar por TAC. de

craneo calcificaciones en nucleos basales. En la bmpsta muscular se aprecxan FRR y fibras
COX negativas. Se detecta por analisis tApo 50uthem en muisculo y con menor frecuencia

en sangre o en pelo.
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“Tratamiento: La coenzima Q y la carmnitina pueden tener algun beneficio, casi todos los
pacientes requieren de marcapaso cardiaco en algun momento de su vida.
1.1.3_Sindrome de Pearson
(meédula o6sea-pancreas)

“Herencia No tiene, generalmente es una alteracion esporadica.

*inicio’ lactancia

"Cuadro clinico. desnutncion y paldez severas por insuficiencia pancreatica exocrina y
anemia sidercblastica. con emaciacion y muerte en la infancia Pueden presentar
insufictencia hepatica y renal. Aljgunos sobrevivientes han desarrotlade et sindrome de
Kearn-Sayre (este es un ejemplo de heteroptasmia tisular del DNAMt)

“Laboratono. pancitopenia deficiencia de las enzimas pancredticas (funcion exocrina).
“Tratamiento no refendo

1.1.4_Ofntalmoplejia externa progresiva con FIRK

(CPEO)

“Herencia es una alteracion esporadica fSsta presentacion puede ser la unica diferencia
con las otras ottalmoplejlas con herencia mendehana

“inicro adolescencia - agdulto joven

“Cuadro climco cuadro muy lentamente progresivo caractenzado por debihdad muscular
proximal. ptosis. y ottalmoplepa externa So¢ asocia con mutaciones del DNAmMt de tipo
puntual como MELAS nt-3243 (ver mas adelante)

‘Laboratono elevacion del lactate e reposo con un incremento caracteristico exorbitante
despues del ejercicic En fa btopsia muscular FRR y COX negativo.

“Tratarmento no establecido
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1.2 DUPLICACIONES. generalmente transmitidas por herencia. pero pueden ser

esporadicas

Representa un grupo de trastornos refendos en la iteratura con caracteristicas especiales.
Probablemente sean la causa de las "ablaciones” (en inglés deletions) tansmitidas del

DNAMt

“Herencia: herencia matema

*Inicio:vanabple

*Cuadro cliruco ataxia. ciabetes mellitus y sordera. Se asocia a otras ablaciones como el

sindrome de Keams-Sayre o a mutaciones puntuales en la posicion 3243 del RNA de

transferencia para la leucina (ver mas adelante) .

“Laboratorioc hallazgos compatibles con diabetes mellitus y/o sindrome de Kearn-Sayre,

refendo armba
“Tratamiento.control de la diabetes mellitus

2) Ctinica, estudios y manejo de los trastornos por mutaciones puntuales del DNAmMt:

6.9.06,74,64.66

Las mutaciones puntuales comparten caracteristicas esenciales: son de transmision
materma y se producen por el cambio de un nucledtido por otro, sin pérdida de material
genetico Las mas mpornantes se denominan por las iniciales de sus caracteristicas
clinicas Se han pubhcado un sinnumero de enfermmedades relacionadas con mutaciones
puntuales, hasta mediados de la década de 10s noventa se habian referido 30 sindromes vy

al paso del tlempo se detectan mMas mutaciones novedosas.

Las mutaciones puntuales pueden clasiticarse en dos tipos:




1) Mutaciones puntuales del! DNAmMt que afectan los mecanismos de sintesis proteica a

traves del RNA de transferencia

2) Mutaciones puntuales del DNAMt que alteran genes estructurales del genoma

mitocondriat

La acumutacion de dos o mias mutaciones puntuales patogenas en un mismo paciente
aumenta de forma progresiva las probabilidades de expresion clinica del genotipo.

2.1 MUTACIONES PUNTUALES DE DNAmMt DE GENES ENCARGADOS DE LA SINTESIS

PROTEICA 53748400

Los 2 trastornos clinicos mas frecuentes que afectan at RNA de transferencia, MERRF y
MELAS han sido amphamente descritos en |la iteratura. Sin embargo cada dia se acumulan
descnpciones de nuevas mutaciones puntuales que afectan al RNA de transferencia con

caracteristicas climicas distinttvas

1) Epillepsia moclonica con Fibras Rojas Rasgadas (MERRF)

2) Encefalopatia mitocondnat con acidosis lactica y episodios pseudoicticos (MELAS)

Otros trastormos menos frecuentes son

3) Miopatia y Cardiomiopatia

4) Sindrome de Diabetes mellitus y sordera neurosensornial transmitida por la madre.

5) Encefalomiopatia y carchomiopatia

Todos elios comparnten caracteristicas como: la herencia matema, la denominacidén por sus
caracteristicas clinicas mas relevantes y la presencia muy frecuente de FRR en el estudio

muscular de estos pacientes Sin embargo cabe sefalar que algunos fenotipos de MELAS y

MERRF no tienen mutaciones puntuales y por el contrario, mutaciones puntuales en el gen




de esos mismos RNA de tranferencia produce fenotipos diferentes, menos frecuentes,

recientemente detectados.

(MERRF)

*Herencia: matema. Cambio de la base nirogenada A por G, en el nucledtido nt-8344
(AB344G) en el gen que codifica al RNA de tranferencia para la lisina tRNA ™). Otra
mutacién que provoca MERRF en el mismo gen es TB356C.

*Inicio: desde la nifex hasta la vida adulta

~Cuadro clinico epilepsia parcial continua. mioclono, ataxia cerebelosa y por alteracion de
los cordones postenores (alteracion de la sensibilidad profunda), y miopatia. Otros signos
asociados son. talla baja, demencia. sordera, atrofia optica. neuropatia periférica y
espasticidad. Existen casos que presentan lipomas en cuello y tronco. Es importante
destacar que no todos 10s pacientes con este fenotipo presentan la mutacion puntual.
*Laboratorio: acidosis lactica. En la biopsia muscular fas FRR son muy caracteristicas,
intercaladas con fibras COX negativas.

*“Tratamiento:no referido

2.1.2 Encefalopatia mutocondnal con acidosis lactica y episodios pseudoicticos:

(MELAS)

*Herencia: matema. La mutacion mas frecuente es A3243G en el gen t RNA VU™ gin
embargo se han identificado otras mutaciones puntuales en el gen estructural que codifica
para la subunidad de COX Ill. Mutaciones puntuales en e! gen de ese mismo RNA de
transferencia pueden producir otros fenotipos (miopatia, cardiopatia, diabetes mellitus y/o

sordera).
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*inicio: desde la niflez y hasta la vida adulta antes de los 40 afos.

*Cuadro clinico:la silaba "ME". abrewvia las palabras "mitochondnal! encephailopathy” y la "S”
de las siglas MELAS, se refiere al termino en inglés "strokelike” que significa pseudoictus
vascular cerebral, el cual se manifiesta como hemiparesia o hemianopsia. Asi mismo
pueden presentarse episodios nugranoides Convulsiones parciales o generalizadas y
demencia son hallazgos constantes precedidos por vomitos ciclicos e intolerancia al

ejercicio. Puede asociarse oftalmoparesia externa en 10% de los casos.

*Laboratornio: la silaba “lLA", abrevia las palabras “lactic acidosis”, ya que la acidosis lactica
es una caracteristica constante Puede haber elevacion de proteinas en el LCR. La biopsia
muscular demuestra FRR. COX y SDH positvos. Por neuroimagen (TAC/IRM) se detectan

hallazgos caracteristicos
*Tratamiento: no referido
2.1.3 Miopatia y Cardiomiopatia

Herencia:matema, mutacion puntal en el genoma mitocondrial que codifica para el RNA de
tranferencia**"V™ | que aungque es una mutacién diferente, afecta al mismo gen que

produce MELAS.
*inicio: tercera década de la vida

*Cuadro clinicolnicialmente intolerancia al ejercicio con o sin disnea y posteriormente
debilidad muscular generalizada de los mudsculos esqueléeticos de las extremidades y datos
clinicos de cardiomiopatia con cardiomegalia y edema hepatico. Sin afeccion del sistema
nervioso central. Se han descrito casos con cataratas, diabetes insulino dependiente y

sindrome pre excitacion Woltf-Parkinson White




*Laboratorio.pueden estar elevados CPK |, y el lactato. EMG anormal sélo en algunos
casos. Ecocardiograma muestra cardiomegatia En musculo hay FRR y disminucion de la
actividad de COX

*Tratamiento' No refendo.

2.1.4 Sindrome de diabetes mellitus y sordera neurosensonal transmitida por la_madre.
*Herencia matema. Mutacion en la posicidn 3243 del genoma mitocondrial que codifica para

RNA de transfrerencia'"“"v®

. Mismo que provoca MELAS.

*Inicio:variable

*Cuadro clinico:diabetes mellitus, sordera neurosensonal y cardiomiopatia sin afeccion
muscular ni del sistema nervioso central. Puede asociarse retinopatia.

*Laboratorio:La mayoria presentan acidosis lactica, resistencia a la insulina, atteracién de
los potenciales evocados auditivos, cardiomegalia y en la biopsia muscutar se pueden
detectar FRR.

*Tratamiento.sintomatico

2.1.5 Encefalomiopatia y cardiomiopatia

“Herencia:probablemente matema

*Inicio:lactancia

*Cuadro clinico: demencia, crisis convulsivas, paresia de extremidades, hipotonia con
hiporreflexia que evoluciona a espasticidad, nistagmus. Cardiomiopatia hipertréfica.
*Laboratoric: hiperproteinorraquia, hiperiactatémia. fAC:de ;ra'neo‘con atrofia cortico-
subcortica! progresiva, el EEG con descargas pun‘ta-onda, I; biobsia muscular sin FRR.
Ecocardiograma con cardiomibpatia hipertrofica. Esta entidad tiene evolucion fatal.

*Tratamiento: sintomatico.
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2.2 MUTACIONES PUNTUALES DE GENES ESTRUCTURALES DEL DNAmMU
2.2.1_Neuropatia 6ptica hereditana de Leber;

(LHON)

*Herencia: matema. La mayor prevalencia de varones (85%) sugiere que probaiemente
exista un efecto modulador relacionado con el cromosoma X, como factor para la exp(esién
de esta mutacion. Se han identificado aproximadamente una docena de mutaciones én
distintos sitios del DNAmt, algunas de estas “rmutaciones primarias® en forma aislada
pueden ocasionar la enfermedad, sin embargo otras llamadas “mutaciones secundaras™
solo se manifiestan si coexisten con mutaciones del DNAmt diferentes. Existe una vanante
que se acompana de distonia, la cual se asocia a una mutacion puntual G14459A. La
primera mutacion descrita afectaba al gen de la subunidad ND4 de! compilejo |

“lnicio: adultos jdvenes alrededor de los 20 afios, aunque se han referido de S afos de
edad.

*Cuadro clinico: pérdida de 1a agudeza visual subita, generalmente bilateral. Se prrese'r_lta
edema de papila con microangiopatia. Con poca frecuencia pueden asociarse ‘élt‘eraciones
psiquiatricas, signos de afeccion piramidal, = incoordinacion _motora . p&r, distonia . y/o
neuropatia periférica. £l trastomo tiende a estabilizarse después de la pérdi‘da subaéuda de
la vision.

*Laboratorio: se han descrito casos con bloqueo cardiaco en e! EKG, caracteristicamente

no se eleva el lactato. En la biopsia muscular no se detectan FRR, sin embargoc aumenta la
tincidn para SOH. En un caso familiar se encontraron alteraciones ultraestructurales.

“Tratamiento: no referido.

2.2.2 Neuropatia, ataxia, retinosis pigmentarna;
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(NARP}

*Herencia: matema. descrita en una familia. Mutacion puntual del DNAmMt hetoroplasmica
TB8993G de la subunidad 6 de la ATPasa mitocondrial. Algunos parientes de enferrmos con

NARP, pueden padecer MILS (ver mas adelante).
*Inicio: desde la etapa pre-escolar hasta la adultez.

*Cuadro dlinico: retraso en el desarrollo, ataxia y piramidalismo (hipertonia, hiperreflexia y
Babinski), retinopatia pigmentaria, demencia, convulsiones, neuropatia sensitiva. Evolucién

ientamente progresiva.

*Laboratorio:la acidosis lactica no es constante. En la biopsia muscular no se detectan FRR,

sino atrofia neurogénica. Correlacion biogquimica con sindrome de Leigh.

*Tratamiento: no referido.

2.2.3_Sindrome de Leigh con herencia matema

(MILS)

Esta es una de las causas mas frecueme del denomlnado smdrome de Lelgh Despues de

que se han descartado deﬁcxenc:a de PDHC y defcxencxa de COX respectlvamente

*Herencia:materma. ’Algunosf fami_l res"ma(ernos pueden serponadores de NARP. De

hecho la mutacién relacionadé con este ’smdrromeAe'sb ta misma que para NARP (T8993G),

pero con una afecc:én de mucho ma or r‘n'ero‘ydeb geﬁbmas mitocondriales (>90%). Otras

mutaciones de!ectadas menos frecuemes son. en el misme nucledtido(T8993C) y diferente
mutaciéon en el mismo genoma (T917BC). con cuadros clinicos similares a Leigh pero

menos severos.

*Inicio:lactancia




“Cuadro clinico:retraso psicomotor, hipotonia, signos piramidales, crisis convulsivas, ataxia,
oftatmoparesia, retinitis pigmentosa. Esta ultima es caracteristica distintiva solo de MILS.
“Laboratorio acidosis lactica, en neuroimagen (TAC-IRM) se demuestran lesiones
compatibles con necrosis bilateral del nucieo estriado, en e! estudio muscular no se
detectan FRR

*Tratamiento sintomatico. Este sindrome es progresivo y los pacientes no sobreviven mas

de 2 afnos

erna proqresiva por herencia materma:

(PEO materna)

*Herencia materna en donde se observa la mutacion A3243G tipica de MELAS, en otras se
pueden ver en forma aislada o asociada a sintomas multisistémicos.

“Inicic semejante a MELAS.

*Cuadro clinico: la oftatmoplejia es el dato mas sobresaliente. Sin embargo, se acompafia
ge otros signos como sordera. endocnnopatia, ataxia, retinopatia pigmentana.

“Laboratono’ acidos:s lactica que es menos frecuente que en MELAS, bloqueo cardiaco. En
la histologia de la biopsta muscular aparecen FRR, y fibras COX negativas mas frecuentes
que en MELAS “Tratamiento: No refendo

12, SERIéS DE CASOS DE ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

== Serie de Holt y cois (1989)™ con 72 casos (nifios y adultos) de mitocondriopatias con
descripcion clinica y bioquimica en pacientes desde le nacimiento hasta los 61 afios.

** Sene de Tulinius y cols (1991)® de 50 casos pediatricos seleccionados prolectivamente
sobre criterios clinicos (enfermedad SNC o© neuromuscular) y de laboratorio

(hiperactatermia) qQue sugerian mitocondriopatias. Se categorizaron los pacientes en tres




grupos basados‘en criterios diagnodsticos. De los 50 casos esludiados se confimmaron 20

con mitocondriopatia.

== Serie de Matthews y cois (1991) ™ estudiaron e} musculo gastrognemio‘ “in vivo™ de 17
pacientes con una técnicas no invasiva con fésfqro;MRS, concluyen que esta técnica es
especifica y sensible, que apoya en forma importahte el diagnodstico asociada: a otras

estudios.

== Serie de Santorelli y cols (1993) ™ refiere 12 pacientes con sindrornei de Léi'gh'p_resentes

en 10 familias.

~* Serie de Arpa y cols (1994) *° refiere 15 pacientes, agrupados -por-§ caracteristicas:
clinicas, intolerancia al ejercicio, miopatia, PEO, encefalopatia y . acidosis con
cardiomiopatia. Se les realizd evaluacidn ergométrica por bicicleta, estudios
neurofisiologicos (EMG y VCN), neuroimagen, biopsia muscular y en algunos autopsia,
ensayos bioquimicos, y un estudic genético molecular. Concluye que el espectro clinico de
las mitocondropatias es cada vez mayor. El diagnostico depende de ta sospecha clinica
apoyada en estudios broquimicos apropiados, de la biopsia del misculo esquelético y de las

técnicas de geneética molecular

~= Serie de Jackson y cols (1995)*° menciona 51 pacientes con enfermedades mitocon-
driales de la cadena respiratoria, el estudio considerd los examenes clinicos rutinarios
disponibles que incluyeron metabolitos intermediarios ‘del ayuno (lactatp, piruvato, cuerpos
cetdnicos) en sangre y LCR, CPK, EMG, EEG, CT, MRl y. estudio histoquimico y
morfolégico de biopsia muscular. Sugiere como deben de ser investigados los pacientes

sospechosos en centros no especializados.
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- Serie de Anan y cols (1995) descnben 17 pacientes con MERRF, MELAS, miopatia

ocular. Comentan las alteraciones cardiacas, que son vanables en los diferentes subgrupos

de mitocondriopatias

= Servidein S (1997)" recopilo todas las mutaciones geneticas de las encefalomiopatias

mitocondnales descritas en la teratura hasta 1997

« Serne de Uusimaz (20007 7 estudic prospectivamente 116 nios fintandeses con retraso

mental inexplicable asociadc a encefalopatia y/o miopatia en un penodo de 7 afos.
Encontrando qQque e! 15% de estos pacientes eran portadores de aiguna citopatia

mitocondnal

=~ Sene de Viadutiu {(2001)™ realizd un estudio retrospectivo de 1025 piopsias musculares

de pacientes con sospecha de mitocondrniopatia (310 adultos, 501 minos y 214 lactantes),

Demuestra que ¢i aumentc de la actividad de {a enzima citrato sintetasa tiene una

aiscnminacion estadisticamente significativa. en los pacientes con deficienciade la cadena
respiratona en todos los grupos de edad estudiadeos Refiere que a diferencia de los

adultos, en los nifcs hubo mencr afeccion Mmuscular y mavyor alteracion det desarrolio

*= Dann N y ccls (2001)* publican los siguientes indices epidemiologicos de una poblacion

pediatnca sueca de 37 casos estudados en 14 anos

incidencia en mMiNos Mmerores de 16 anos es de 1 en 11,000. en pre-escolares de 1 en
32.000 para et sindrome de L.eigh y de 1 en 51,000 en pre-escolares con sindrome de Alper

y deficilencia de COX Prevalenaia encefalomiopatias mitocondnales en pacientes menores

de 16 afos es de 1 en 21,000

)



13. ANTECEDENTES PARTICULARES QUE MOTIVARON LA REALIZACION DEL
PRESENTE ESTUDIO.

En el Servicic de Neurologia de! Instituto Naciona! de Pediatria se llevo a cabe un estudio
de 1989 a 1994, sobre el sindrome demencial en Nifos, de una poblacion de 99 casos. se
detectaron 8 con encefalomiopatia sugestivos de disfuncion mitocondriat™. A 2 de éstos se
les realizd estudio genetico molecular, con et apoyo del Departamento de Broenergética del
instituto de Fisiologia Celular de 1a Universidad Nacional Autonoma de México. uno con una
interrupcion cet genoma mitocondnatl en e! Sindrome de Keams-Sayre™ y et otro con una

mutacion nueva de tpo puntuat, nunca antes retenda en ta teratura™

il. JUSTIFICACION

£l estudio de las enfermedades mitocondnales constituye un reto diagnostico por su
heterogenea presentacion clinica, bioquimica y molecutar. Cada dia se describen nuevos
casos en todoe el munde, provocados por mutaciones tanto de! genoma nuclear como del
mitocondna!l Se han propuesto flujogramas para su diagnostco, sin embargo, para llevarios
a cabo se necesita infraestructura attamente especializada, 1o que limita su deteccion.

El lactato es el anidon mas abundante del cuerpo y !a hiperlactorraquia es un hallazgo muy
frecuente en pacientes con disfuncion mitocondnal Eif examen cuantitativo del lactato
requiere condiciones especiales desde su obtencion y transporte hasta su analisis.

Con base en lo anterior, el presente trabajo propone el estudio de la brecha anidénica sérica
para medir en forma indirecta y sencilla la concentracion de lactato corporal. La elevacion
del lactato es una de las bases para sospechar el diagnostico de enferrmedad mitocondrnial

hasta en 90% de los casos referidos. La determinacion de la brecha anidnica permitiria
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iniciar el abordaje diagnostico de pacientes con sospecha de mitocondnopatias en forma
econdmica, accesible y confiabie

El presente trabajo protocohzade reunio a un grupo multidiscipinario de especialistas en
diferentes areas (medicas y paramedicas) de diversas instituciones de gran prestigio en
Mexico (Secretaria de Salud Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Instituto Mexicano
del Seguro Social, e instituciones de asistencia pnvada) que se urieron para tlevar a cabo el

diagnostico de enfermedades energeticas y mitocondnales de nifos en nuestro pais.

Hl. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Conocer el espectro climico y paraclinico, ta brecha anionica sérica y su relacion con et

factato en liquido cefatoraquideo en nifios con sospecha de mitocondriopatia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Conocer tas caractensticas en sangre y LCR de los cuerpos cetonicos (BOH y AA) en
NIAOS con sospecha de mitocondnopatia

2 Correlacionar la concentracion del iactato en sangre y LCR respectivamente con los
valores de la brecha anonica senca

3 Correlacionar los inadices /P en sangre y LCR respectivamente con los valores de la
brecha ariénica senca

4 Descnbir jos estudios neurofisiologicos y de imagen cerebral que apoyaron la
sospecha de enfermedad mitoconana!

5. Descnbir el espectro clinico y tas caracteristicas histopatologicas, histoquimicas y de

genetica molecular en e! ciagnostico de mitocondriopatias en nifios.
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iv. HIPOTESIS

1. Existe correlacion significativa de los valores de lactato en sangre y LCR con la brecha
aniénica sérnca de ninos con sospecha de enfermedad mitocondrial

2. La brecha anionica sérica puede ser una herramienta util para el diagnostico de
mitocondnopatias (en ausencia de acceso a examenes cuantitativos de lactato). Dicha

prueba muestra sensibilidad, especificidad y valores predictivos

V. MATERIAL Y METODOS

1. POBLACION OBJETIVO

Estudio comparativo de tipo transversal y prolectivo que se realizé en la Ciudaq de México

de marzo 1987 a marzo det 2000, con pacientes de ambos géneros mayore/s de 30 diés y

menores de 19 afos de edad con expediente clinico en el Instituto Nacional de Pédiatria.

valorados en hospitalizacién o consulta exterma de Neurologia ‘Pediatrica, con diagnastico

presuncionatl de mitocondriopatia. v '

2. CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con manifestaciones clinicas de miopatia 'ylo encefélopatia con at menos una de

las siguientes condiciones: ‘ ) ’

a) Inexplicable asociacién patologica (clinica y/o bioquimié) de Srganos o iéjidos no
relacionados en un mismo paciente (difsuncion hepé'tica, renal y/o miocardica).

b) Curso progresivo igual o mayor de 3 meses, sin diaénésﬁcotétjolégicc establecido

después de 3 meses de estudios en hospital pediatrico de tercer nivel.
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3. CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron aquellos casos que presentaran por 10 menos una de las siguientes
condiciones que pudieran incrementar la brecha anidnica y |1a determinacion de lactato.

a) Meningitis bactenana o viral

b) Diabetes en descontrol
c) Estado hiperosmolar
d) Hipokalemia o hiponatremia no corregidas
e) Descontrol de cnsts convulsivas (48 hrs proximas a la determinacion de lactato)
) insuficiencia circulatona (estado de choque)
4. CRITERIOS PARA CONSIDERAR EL DIAGNOSTICO DE MITOCONDRIOPATIA
Al menos uno de los siguientes
1 Gisfuncron mitocondnia!l por geficiencia e€n la actividad de la cadena respiratoria
murnima(~ 5070, parcial (50 759u). total (Z75%).
2) Distuncion de 1a beta oxidacion porincapacidad para fonmar cuerpos cetonicos.
3) Presoncia de tibras rojas rasgadas en ef tejido muscular por tneréamico de Gomori.
4; Presencia de ablacion de! genoma mitocondnal por biologia molecular (no se exploraron
exhaustivamente presencia de mutaciones puntuales)
5. VALORACIONES
La seleccion de los pacientes se ltevo a cabo por la misma neurdloga pediatra a través de
histona chimca complieta y bajo los cntenos antes mencionados, con carta informativa y
autonzacion firmada por los padres
Con excepcion de la valoracion neuroclogica, existtd cegamiento de los resultados entre los

diferentes investigadores de los estudios de laboratorio y gabinete.
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Se realizaron valoraciones cardiaca y endocrinolégica por cardiologo y endocrindlogo

pediatras del INP

Todos los pacientes tuwvieron biometria hematica compteta, quimica sanguinea, electrolitos
séricos (Na, K, C1. PCO,, P, Ca Mg, HCQO,), determinacion de pruebas de funcion hepatica
(transaminasas, albumina. amonio) y de funcién rena!l (depuracion de creatinina, examen
general de onna, gasometria venosa y fracciones excretadas de sodio y potasio). Dichos
examenes se reahzaron en ios laboratornos centrales del INP. Hematologia, Autoanalizador

y Nefroiogia
6. ESTUDIOS ESPECIALIZADOS DE LABORATORIO

Cuantificacior simultanea de lactato, piruvato, betahidroxibutirato y acetoacetato en sangre
y LCR (5m! y 2ml! respectivamente) bajo sedacion anestesica con propofol Se utilizaron
tubos previamente preparados Con solucion amortiguadora. transportados en hielo para su
analisis inmediato er el laboratono de Geneética de la Nutnicion de! INP, donde una misma
persona realizo e€! anahsis cuantitativo de todes los casos. con la téecnica descrita por
Bermmeyer en 1988 * En el mismo Servicio de Genetica de la Nutncion se flevd a cabo la
cromatografia liquida de anla resolucion para amimoacidos (HPLC) -"’s, y la cromatografia de
gases acoptada a espectrometria de masas para acidos orgaricos (CGEM) en orina,

medida en unidades mmolUmaol creatimna’® 1%

A partr de onna tomaaa at azar e inmediatamente congelada a -20°C después de su
obtencidén, se realizd ia determinacion de los acidos organicos por CGEM después de su

extraccion en fase soluda

Extraccion en fase sohda




Para la extraccion de los acidos organicos se utilizaron cartuchos de silica-gel (Spe-ed 1000
/1 6mi), que fueron acondicionados lavandolos primero con 4 ml de HCI 0.1 M en metanol y
después con ami de H-SO, 5mM en metanol. Los cartuchos se secaron con vacio antes de
su uso. La orina fue acidificada y cada muestra (volumen necesario de orina para tener 0.5
pmol de cratinina) fue aplicada a un cartucho acondicionado. Cada cartucho se secd con
vacio por 15 mins, los acidos organicos se eluyeron con 2ml de 20% (viv) t-
butanol/cloroformo, gue fueron recolectados en tubos de vidrio con tapon de rosca. Se
adicionaron 100 1l de NaOH 005 N en metanol y se llevaron a sequedad en un

rotoevaporador
Procedimiento de silanizacion

l.os derivados trimetilsilano fueron formados adicionando 100 ul de N, O-bis-(trimetilsilil)-

acetamida (BSTFA) y calentando las muestras durante 30 minutos a 60°C.
Andlisis de los denvados por CGEM

Se obtuvo el perfil de acidos organicos inyectando 1 n! de cada muestra a un cromatdgrafo
de gases Hewilett-Packard modelc 5890, acoplado a un detector de masas Hewlett-Packard
modelo 5871A. Se usd una columna de metilfenilsilicon de 25m, 25 de espesor de
pelicula, 0.25mm de diametro E! programa de temperatura de la columna fue: temperatura
inicial 40°C por 5 min. temperatura tinat' 280 °C por 2 min, velocidad de calentamiento 10 °C
por min. La temperatura del inyector fue de 250 °C, la de la linea de transferencia 280°C y
de la fuente 150 °C EI upo de inyeccion fue Spitless con un tiempo de encendido de la
purga de 2 min Se reahzo monitoreo total de iones (“scan”) en el intervalo m/z de 45 a 650.
La concentracion fue calculada con e! uso de factores de respuesta determinados a partir

de las curvas de calibracion de Ios estandares, en las mismas condiciones de analisis, a




través de tas areas de los cromatogramas de extraccion idnica de iones unicos (o
cercanamente anicos)'®® 1919
7. ESTUDIOS DE GABINETE

Los estudios neurofisiologicos, con excepcion del electrorretinograma, se realizaron en el
INP. Electroencefalograma cigital con un equipo de Voyaéeur. Nicolet;” potenciales
evocados wisuales. auditivos, Somatosensoriales con Amplaid. - MK 15, asi como
electrormuografia y VCN con Viking (V.

Los potenciaies evocados en  sus tres modalidades: (visuales, auditivos vy
somatosensonales) se categonzaron por grado de la alteracion, que dependid de la

amplitug, lantencia. conduccion e integridad de las ondas detectadas:

Grado | Prolongacion de latencia.

Grada il Prolongacion de latencia y tiempo de conduccion central, 4 de ta amplitud.
Grado I Dispersion de la onda

Grado V. Ausencia de respuesta

El estudioc de electrorretinograma se llevo a cabo en Ia Asaciacion para Prevenir la Ceguera
en México

La imagen por tomografia axial computarizada de craneo Simple y contrastada se realizd en
el Servicio de Radiologia del INP con un equipo Toshiba de 4% Generacién modelo TCT-
600 XT. Por otro lado, en la Unidad de Resonancia Magnética de Médica Sur se efectuaron
resonancia magnetica cerebral, imagenes de kT1 - T2 y espectroscopia con equipo
Somatom de 1.5 tesla. Los pacientes fueron sometidos a sedacion anestésica con propofol
para la realizacidon de los estudios de neuroimagén. '

8. ESTUDIOS MUSCULARES
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Previa autorizacién por escrito de los familiares, todos los paciente; fueron sometidos a
puncién wvenosa y lumbar, para la cuantificacion de lactato - en éarigré .y LCR.
Inmediatamente después se les realizé biopsia muscular a cielo a‘bierto del cuadriceps
derecho, con infiltracidn local de xilocaina con epinefrina al 0.9%. Ambdsiprocedlfmierltos se

llevaron a cabo en condiciones de asepsia y antisepsia bajo . sedacién | anestésica

intravenosa con propotol.

El especimen muscular fue cortado en cuatro fragmentos, dos. 'de ellos se oongelaron

inmediatamente en nitrogeno liquido. Las muestras fueron llevada a Ios sxguuentes
{aboratorios:

asf con el

“Laboratorio del Servicio de Patologia del INP, donde las seccnones obte
criostato se tifiieron con HE (tincidn con alaninas), con la técnica tncromlca de Gomori
modificada, ATPasa a pH 4.6 y 10.4, NADH deshidrogenasa y succinato déshidmgenasa.
Un pequedio fragmento del tejido de biopsia se fij6 con glutaraldehido, se postfjo con OsO,
al 1% y se embebid en epoxido (Epon™) para los estudios ultxaestructurales de
microscopia electronica.

*Laboratorio de Investigacion de! Hospital de Pediatria del Centro Médico Siglo XXI, para
efectuarse los analsis cuantitativos de la cadena respiratoria (complejos | atl V). “Las
actividades de los complejos respiratorios fueron medidas en presencia dé 20 a 40 ul de
homogenado de tejido, de acuerdo con el métoda descrito por DiMauro y cols én 1987798,
utilizando un espectrofotometro de doble rayo SLM-Aminco Dw-2c. :

Succinato deshidrogenasa. (Complejo It) = ;
Se siguit la reduccion de DCPRIP al 0.003% DCPIP en preséncié de KCN 1.5mM, succinato

16 mM y fosfato de potasio 0.05 M (pH 7.0).
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Succinato-citocromo ¢ reductasa. (Complejo 1t y l1)
La actividad fue medida en presencia de citocromo ¢ 0.1 mM, KCN 0.5mM, succinato 3 mM
y fosfato de potasio 0.05 M (pH 7.5). La reduccion del citocromo ¢ se siguid a $50/540 nm.
La reaccion se midié en presencia y en ausencia de antimicina A 10 pM.

NADH deshidrogenasa. (Complejo I)
La oxidacion de NADH 0.2 mM se midid a 340 nm en presencia de ferricianuro de potasio
0.85 mM y fostato de potasio 0.035 mM (pH 7.5)

NADH-citocromo ¢ reductasa. (Complejo | - I}
La actividad se midid en presencia de citocromo ¢ 0.1 mM, NADH 0.2 mM, KCN 0.5 mM'y
fosfato de potasio 0.025 M (pH7.5). La reduccion del citocromo ¢ se siguid a 550/540 nm.
La actividad se midi® en ausencia y en presencia de rotenona 1mM. ‘

Ubiquinol-citocromo ¢ reductasa. (Compilejo i)
La actividad fue medida en ausencia y presencia de antimicina 10 uM en una cubeta que
contenia citocromo ¢ de corazon de caballo 0.1% en fosfatos de potasib O.VO‘VIWMIV(pH 7.'0).
siguiendo la reduccion de! citocromo a 550/540 nm en presencia de DBH 30—50pM

Citocromo ¢ oxidasa. (Complejo V)

La actividad se medid en presencia de citocromo ¢ reducido 0:1% p ‘n fo fatodé ‘potasio
0.01 M (pH 7.0), siguiendo la oxidacion del citocromo a 550/540 nm.La actividad’ sé evalué
en ausencia y presencia de KCN 0.5 mM. i )

~Laboratorio del Departamento de Bloenergeuca del Insmuto de’. Fus:ologna Celular de la

UNAM, donde se llevaron a cabo los estudtos de nalsis tipo outhem con ONA total
digerido con enzimas de restriccién . para Ia .busqueda‘ de’ ablacnones del genoma

mitocondrial como fo describen Vazquez-Acevedo'y éols?‘ :
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Preparacién de DNA total a partir de las biopsias.

EI DNA total fue aislado a partir de 20 mg de tejido muscular congelado obtenido a partir de
ta biopsia dei paciente y de un sujeto control, de acuerdo con la técrica de Davis y cols'™
con las modificaciones descritas por Zeviani y cols'®’. El tejido muscular se homogenizé y
se diginé durante la noche a 37°C en presencia de 0 5ml de Tns-HCL 10mM (pH 7.4), NaCl
10mM, EDTA 25 mM. dodeci! sultato de sodio al 1% y protemnasa K (1 mg/m!) Se agregaron
50 u!de NaCl a la mezcla, se extrajo con una mezcla de ftenol-Sevag (250 i1l de fenol y 250

ul de cloroformo  atcohol sormuace 24 1) y se centnfugo en una centrifuga Eppendorf

durante 10 mins Se recuperc @ fase acuosa y se extrajo una vez mas con fenol-Sevag y
después con eter saturado con agua E! DNA se precipito con 2 5 volumenes de etanol al
100% y se centntuge 10 mins a 4°C para después resuspenderse en Tns-HC1 10 mM (pH
8.5) en presencia de EDTA

1 MM E! DNA se conservo a - 70 °C hasta su utilizacion.
Replicas tipo Scuthern

E} DNA total se aigino con la enzima de restriccion Pvull y se sometio a electroforesis en un

ge! de agarosa al 0 B% . para luegc transfenrio a una membrana de nylon como o describen

Sambrook y cofs'™ La reptica tpo Southerm se decoré con una sonda biotinilada

correspondiente a un producto de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa

iPCR) de DNAMt normail correspondiente a los nucledtidos 126 al 1776

Mapeo con endonucieasas de restniccion
Con el fin de identificar e! sitto donde se llevo a cabo la interrupcion génica, se llevd a cabo
un mapeoc con enzimas de restricciéon como lo describen Zeviani y cois*®. Cinco ng de DNA

se digineron con una bateria de enzimas de restriccion' Pst i, Kpn |, Xba |, Hind I, EcoR |y
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Stu l. Los productos de la digestion se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa
al 0.8%, se transfirieron a una membrana de ny!on"" y se decord con un fragmento
biotinilado de un amplificado por PCR de DNAmMt normal comprendido entre los nucleotidos

126 y 1776.
Densitometria con laser

La densitometria de las placas autorradiograficas se llevd a cabo en un densitémetro laser

UttroScan XL (LKB) utilizando el programa GelScan XL.
Amplificacion por PCR y secuenciacién

En los casos seleccicnados por sospecha clinica de mutaciéon puntual del genoma

mitoccondnal se efectuo amptificacion por PCR .

Los desoxiohgonucleotidos utilizados fueron sintetizados por la casa comercial Operon
Technologtes, Inc (Alameda. Califomia) y se utilizaron como cebadores en la reaccion de
amplificacion. 140F-Hind (nucledtidos 126-150 complementarios a la cadena H, 5'-
ATCAAGCTTTIGATTCCTGCCTCATC-3Y); 1768B-Hha (nucledtidos 1754-1776
complementarios a la cadena L, 5'-CTATI'GCGCCAGGT1TCAATITO—3');‘ 7973F-B‘s't
(nucleodtidos 7955-7979 complementarios a la cadena ' ) H, ' 5%
CCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCG-3Y); 9910F-Asu (nucleéudos 9902-9923 '
complentanos a la cadena H, 5'- CWTGGC’FI'CGAAGCCGCCGCC-S) Y 160488-Kpn
{(nucleotidos 16033-16060 complementarios a la cadena ;- L,ﬂ : 5~

CTTGGGTGGTACCCAAATCTGCTTICCCC-3).

Et DNA total obtenido de la biopsia muscular se utilizé como templado para la amplificacion

por PCR. Para llevar a cabo la amplificacion, las mezclas de reaccion se desnaturalizaron a
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94°C durante 10 mins. Posteriormente se llevaron a cabo 25 ciclos con 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, 2-muins de apareamiento a 60 °C y 2 mins de extension a 72 °C.
Los productos de PCR se purnficaron en geles de agarosa y se ligaron en el plasmido
pCRI™ (Invitrogen) Celulas transformadas de Eschenchia coli DH 5 se plaquearon en
cajas de Petn con medic de Luna y ampicihina, seleccionando los plasmidos recombinantes
por pérdida de actividad de [i-galacotosidasa Las subclonas asi obtenidas a partir de dos
reacciones de amplificacion diterentes, fueron secuenciadas automatzadamente.
Sondas biotiruladas

Se generd una sonda a parur de DNA total de muscule estriado por amplificacion de PCR
utikzando los desoxioligonucteotidos 140F-Hind y 1768B-Hha. El producto resuftante de
1.650 pares de bases (comprendido entre los nucleotidos 126 y 1776) fue marcado con

biotina utihzando el sistema Bionick Labeling System (Gibco BRL)

Vi. RESULTADOS

Se incluyeron 37 nifios con manifestaciones clinicas de encefalopatia y/o miocpatia con
sospecha de padecer una rmitocondropatia Todos los pacientes incluidos carecian de un
diagnostico definitivo, despues de haber sido estudiados por tres meses o mas en el
Instituto Naciona! de Pediatria (hospita! pediatrico de tercer nivel) donde se lievé a cabo el
estudio. Se eliminaron 4 casos por no haberse realizado biopsia muscutar y/o cuantificacion
de lactato en LCR Al finahzar el estudio, los 33 casos restantes fueron categorizados en 3
grupos de acuerdo a los cnterios establecidos para considerar e! diagnodstico de

mitocondriopatia, refendos en la tabla 2.
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Tabla 2. Criterios para apoyar el diagndstico de mitocondriopatia

Grupo 1. (N=14) Pacientes con ablacion del! genoma mitocondrial, © con probabiles
mutaciones puntuales en el DNA nuclear o mitocondrial, que
provocaron deficiencia del 75% o mas, en la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria.

Grupo 2. (N=14) Pacientes en quienes no se logré confirmar, pero tampoco se
descantd una mitocondriopatia, por los métodos utilizados en el
presente trabajo.

Grupo 3. (N=5) Pacientes en quienes se sospeché mitocondriopatia, pero se descarno
al confirmarse otros diagoésticos.

El tercer grupo (N=5) lo integraron pacientes que después de haber sido estudiados durante
el presente protocolo, con sospecha inicial de enfermedad mitocondrial, ésta se descarto
por establecer otros diagnosticos: alteracion del metabolismo de los acidos biliares (caso
46), miastenia gravis juvenil (caso 17), ptosis congénita familiar (caso 20), sindrome
dismérfico con secuelas de encefalopatia hipdxico isquémica perinatal ( caso 29), y

secuelas de infarto medular cervical (caso 33).

ANTECEDENTES Y HALLAZGOS CLINICOS.
EDAD

La edad media referida al iniciar los sintomas, y la que los pacientes presentaron at
momento de ingresar al estudio, no presentd diferencias estadisticamente  significativas
entre los tres grupos de estudio, con la prueba ANOVA de una via y ajuste Bonferroni

como se muestra la tabla 3. Sin embargo, como o0 muestra la grafica 1, el grupo de
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pacientes con mitocondriopatia contirmada, tuvo una tendencia hacia los menores de 3

afos de edad (p = 0.071 X° Pearson).

Tabla 3. Edad al inicio de los sintomas y al momento de ingresar al estudio

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Al iniciar N=14 N=14 N=5
sintomas
Promedio y DE 1 ano + 3 3 afios + 4 9 meses + 9 0.295
Minima 14 dias 1dia 1 dia
Maxima 10 afos 11 afos 1 afo
Al ingresar
Promedio y DE 5 afdos ¢+ 4 7 aflos + 3 6 afios + 4 0.140
Minima 6 meses 4 meses 7 meses
Maxima 16 afos 15 adnos 10 afos

DE=desviacion estandar

GENERO

E! género se distnbuyo de manera muy uniforme entre toda la poblacién e;tuﬁvdriadar(N=33).
con 14 varones y 19 mujeres. Sin embargo, al categorizar los casos por grupos 1'. 2y 3 se
detecta una tendencia para el génerc femenino en el grupo d'e pécieﬁtes con
mitocondnopatia confirmada ( p= 0.071, X° Pearson). -

La tabla 4 muestra la distnibucion del género por grupos.
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Tabla 4. Género entre los grupos de estudio

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Género N=14 N=14 N=§ 0.071
Masculino 3 9
Femenino 11 5

Grupo 1. Mitocondriopatia conﬂrmma
Grupo 2. S de mi pati
Grupo 3. Mltocondrlopnlla descartada

ANTECEDENTES FAMILIARES

Excepto un caso de adopcidn, se registraron {os siguientes antecedentes familiares: )

En 13 de los 32 casos se refirieron parientes de primero y/o segundo orden, con'afecciones
similares al cuadro del paciente estudiado, sugestivas de alteracién mltocondnal. '

Cuatro niflos del grupo 1 (casos: 3, 9, 14 y 10), seis del grupo 2 (casos: 7, 15 23 28 32) v

tres detl grupo 3 (casos: 16, 20, 2).

En 4 de 32 casos se menciond consanguinidad y 7 de 32 pactentes pr0veman de

poblaciones endogamicas. No hubo diferencias estadisticamente sxgn |catxvas emre los tres

grupos estudiados con la prueba X° Pearson.

La frecuencia absoluta de familiares de primero y segundo’ordeh con alteradoné§ oculares,
sugestivas de mitocondriopatia, asi como antecedentes co_nsangulriéos Yy -endogamicos

referidos en nuestra poblacién se muestran en ta tabla 5

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
Algunos pacientes tuvieron el antecedente de patologia previa antes de ingresar a nuestro

estudio.
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Bdad al momento del diagndstico

GRAFICA 1.

Edad (dias de vida) al momento del diagnéstico de I

mitocondriopatia. Grupos 1,2 y 3. ( N=33 )

N=33

Edad promedio:

Mediana:

Edad minima- maxima:

12

;
i
i
i
i

p=.071, X’ Pearson

6 anos + 3.9
5 afos 6 meses.
3 meses - 16 aftos
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Tabla S. Antecedentes: familiares (primero y/o segundo aorden) con alteraciones
oculares sugestivas de mitocondriopatia, consanguineos y endogamicos.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
N=14 N=14 N=5
Antecedente
Familiar (ocular)
11732 2 7 2 0.337
Consanguineo
4732 2 1 1 0.751
Endogamico
5732 2 3 [¢] 0.474

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. de mi iop
Grupo 3. Mitocondriopat{a descartada

La tabla 6 destaca las patologias previas mas frecuentes, ninguna de ellas mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Sin embargo, algunas
mostraron una tendencia hacia 1a significancia estadistica como la hipoxia perinatal para el
grupo 3, y la enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) para ef grupo 1.

Cabe mencionar que, la intolerancia al. ejercicio sdélo se pudo valorar en 25 de !os 33 nifos

de nuestra serie, probablemente por la corta edad de algunos pacientes.

Es importante sefalar otras patologias pre-existentes que se presentaron en forma aislada :
En el grupo 1, el caso 8 tenia el diagndstico de miastenia gravis juwvenil, cenﬁrmada por la
presencia de anticuerpos contra acetilcolina, fue tratada con piridostigmina durante 6 anos.
Sin embargo, ya que su sintomatologia era predominantemente ocular (ptosis ¥y

oftalmoplejia externa) y su respuesta terapéutica muy limitada, se decidio incluir en el
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presente estudio, detectandose por estudio molecular el = sindrome de Keams-Sayre,
durante su evaluacién se le diagnosticd también bocio por tiroiditis.

Tabla 6. Patologias previas mas frecuentes

Grupo 1. Grupo 2. : Grupo 3. . Valor de p

N=14 N=14 . = N=5 . X .
Patologia :
Hipoxia perinatal 2 ] 2 0.069
ERGE 6 2 o] 0.082
Apnea 3 o [o] 0.107
infeccidon 4 2 o 0.321
recurrente :
vomito 4 1 o] 0.380
tntolerancia al 1 4 ) 1 " '0.s2s
ejercicio
Acidosis 2 1 o . 0.600
persistente '

Estado epiléptico 1 1 0 0.827

ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico
Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada

Grupo 2. Sospechosos de mitocondriopatia
Grupo 3. tada

En el grupo 2, el caso 26 fue remitido de un hospital regional de segundo nivel con el
diagnostico de miastenia gravis por ptosis palpebral y presencia de anticuerpos contra
acetilcolina con nula respuesta al endmfénio y neostigmina, al estudiar este caso se detecté
el sindrome de Leigh con deﬁcieﬁcia total de COX y NADH. El caso 30 habia sido

intervenido quinirgicamente por cataratas bilateraies, desarrolladas postnatalmente, y el
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caso 24 habia presentado episodios severos de asma bronquial, esta paciente también
desarrolld bocio por tiroiditis durante su evaluacion en el presente estudio.
En el grupo 3, el caso 29 tenia dismorfias menores multiples y habia sido intervenida

quirurgicamente por cardiopatia cangénita acianogena.

MANIFESTACIONES CLINICAS

La talla baja fue la manifestacion general mas frecuente, presentd una diferencia
estadisticamente significativa con la prueba X° Pearson. El resto de las manifestaciones
refendas, no tuvieron diferencias significativas entre 10s grupos.

= Manifestaciones hepatcas

En el grupo 1, una nifa con hepatomegalia (caso 3) y, otras dos con asociacion de
hepatomegala e hipertransaminemia (caso Sy 14).

En el grupo 3. un lactante con insuficiencia hepatica y cirrosis colestasica, ﬁbr alteracion
del metabolismo de los acidos biliares (caso 16).

* Manifestaciones cardiacas

En el grupo 1, un nifio tuve bloqueo de rama incompleto (caso ‘i1) Y. uné nina presentd
pericarditis (caso 5). 7

En los grupos 2 y 3, se presentaron respectivamente, un caso de dismitmia inespecifica
(casos 2 y 16).

= Manifestaciones renales - yrinarias:

El sindrome de Fanconi fue la manifestacion mas frecuente:
En el grupo 1, tres pacientes (caso 9, 10 y 36). £n el grupo 2, tres nifios (caso 2, 30 y 32).

En el grupo 3, dos (caso 16 y 29). La insuficiencia renal se encontré en un paciente del
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grupo 1 (caso 3) y unc del grupo 2 (caso 6). Otras alteraciones renales - urinarias fueron
acidosis tubular renal (caso 5) y retencién urinaria aguda (caso 14), ambas del grupo 1.

~ Manifestaciones endocrinas:

Se realizo evaluacion endocrinologica cuando se tuvo la sospecha clinica de  afeccién

endocrina. Se confirmaron y trataron las siguientes alteraciones:
En el grupo 1, tiroiditis (caso 8) e hiperinsulinismo (caso 3).

En el grupo 2, resistencia a la nsulina (caso 13) e hiperisulinismo mas bocio hipotiroideo

{caso 32).
= Manifestaciones neurglégicas (ver tabla mas adelante)

{as manifestaciones neurclogicas se dividieron en sindromaticas y no. sindroméﬁcés.‘ Para

fines practicos y de presentacion, separamos a la encefalomnapatia en la caractensnca

clinica predominante para cada caso, & saber, encefalopatua como ; rnamfestamén del

sisterna nervioso central, y a 1a miopatia como alteracién del sxstema ervios eﬁféﬁco._f

*Manifestaciones inmunolégicas

Se detectd un caso con tiroiditis (caso 24), prgsenéfa dé oftalm O
seéricos contra receptores de Ach en dos pacier‘ites (caso .8 6).:con'y. sin manifestaciones

miasténicas.

tLa tabla 7 muestra las manifestaciones generalés de los pacien(es pbr grupo:1, 2y 3.

En la tabla 8 A se resumen las manifestaciones oﬁuléfés. : La éébla' B ﬁiuesﬂa ias
manifestaciones neurolégicas no sindromaticas de los pac:entes por grupo 1 2 y 3 con sus
respectivos valores absolutos y de probabilidad con 1a prueba x" de Pearson La presencia
de encefalopatia fue mas frecuente que la miopatia, con una diferencia estadisticamente

significativa para el grupo 1, formado por pacientes con mitocondriopatia confirmada. Las
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alteraciones oculares también mostraron diferencias estadisticamente significativas para los

grupos 1y 2. €l resto de tas manifestaciones neuroldgicas no sindromaticas, no tuvieron

diferencias estadisticamente significativas entre {0s grupos.

Tabla 7. Manifestaciones generales

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Manifestacion N=14 N=14 N=5
Talla baja 10 4 0.035 *
Hepatica 3 o 1 0.186
Cardiaca 2 1 2 0.211
Renal-urinaria (] 4 2 0.722
Enddcrina 275 377 172 . 0.971
Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. de m
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada
Tabla 8 A. Manifestaciones oculares

Grupo 1. Grupo 2, Grupo 3. Valor de p
Manifestacion N=14 N=14" N=§ X
Déficit visual 3 7 (o] 0.083
Retinopatia 4 1 o] 0.139
Atrofia optica 3 5 2 0.571
Ptosis 5 3 2 0.625
Oftalmoparesia 5 4 2 0.870
Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. de mi
Grupo 3, tada
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La tabla 9 muestra las manifestaciones neuroldgicas sindromaticas de los pacientes por
grupo 1, 2 y 3, analizados con la prueba X° de Pearson Ninguno de los sindromes
neurclogicos tuvo diferencias estadisticamente significativas

La figura 7 muestra aigunas de ias caracteristicas clinicas de! caso 10, paciente con

ablacion de! DNAmM!

Tabla 8 B. Manifestaciones neuroldégicas no sindromaticas

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Manifestacion N=14 N=14 N=5
Encefalopatia 14 10 2 0.013*
Alteraciones 9 9 5
oculares 0.056"
DCyD 11 3 0.071
Hipotrofia 12 4 0.104
Retraso psicomotor 2 S [a] 0.173
Miopatia 13 11 4 0.544
Alteraciones 2 1 o] 0.562
auditivas
Microcefalia 3 0.592
Pares craneales®" 2 0.858

DO C y D: Detencidn del crecimiento y desarrolle
*=E P! nervios y Gptico

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. os de mi i a
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada

TESIS CON ]
o . LFALLA Di CRIGEN |

S




'FIGURA 7. Caracteristicas clincas sobresalicates
del caso 10 con deficencia del SO0 de 12OX y attacion del DNAmMt.

Ltawconografia chnica de paciente de 6 anos. caso 10. Destacan la talia baja, el
hipotrotismo muscular generalizado. 1a ptosts palpebral bilateral, hipomimia facial.
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Tabla 9. Manifestaciones neurolégicas sindromaticas

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Sindrome N=14 N=14 N=5
Neuropatico o] 1 1 0.274
Cerebeloso 2 4 [o] 0.321
Extrapiramidal 3 1 [o] 0.341
Mielopatico o 1 o 0.497
Hipotonico 12 11 5 0.514
Demencial 2 1 0.582
Piramidal 9 2 0.592
Convulsivo 5 5 1 0.790
Grupo 1. Mitocondriopatia conﬁrmnda
Grupo 2. de ia
Grupo 3. MI iopatia d tad

HALLAZGOS DE LA BRECHA ANIONICA, LACTATO Y PIRUVATO.

En nuestra poblacion (N=33) se detectd la elevacion de lactato, en suero y/o LCR, en 18
casos:nueve det grupo 1 (n=14), siete del grupo 2( n=14) y dos del grupo 3 (n=5). De estos
18 pacientes, seis tuvieron ademas del incremento de tactato disminucién de los cuerpos
cetonicos, en suero y/o LCR: tres del grupo 1 y tres del grupo 2. Sdélo el caso 26 presentd
elevacion simultanea tanto de lactato como de cuerpos ceténicos. En cuatro casos, dos del

grupo 1y 2, respectivamente se encontraron las cetonas disminuidas. Sélo el caso 3 tuvo

cetonas ausentes.
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L.a tabla 10 resume los valores de la brecha anionica, iactato, piruvato y su relacion, tanto
en sangre como en LLR Se utihzo fa prueba ANOVA de 1 via para el analisis de los
promedios de los valores refendos Sin embargo, los promedios de lactato y piruvato séncos
se analizaron con ila prueba de Krushal-Wallis, por nc encontrarse homogeneidad en sus
varianzas. Los pacientes con mitocondnopatia confirmada, tuvieron ios valores mas altos de
lactato tanto en sangre como en LCR Los grupos 1 y 2, que comespondieron a
mitocondnopatas confirmados y sospechosos, tuvieron valores de piruvato en suero y en
LCR mas bajos que en el grupc 2 de pacientes con mitocondnopatia descartada, con una

diferencia estadisticamente significativa

La tabla 11 resume los valores de los cuerpos cetonicos en suero y LCR medidos en mM,
con sus valores de referencia sencos, cabe sefalar, que aun no se han mencionado en la
Iteratura los correspondientes al LCR Los valores de los cuerpos cetenicos se anahzaron
con la prueba de Kruska! - Wallls, ya que sus vananzas carecian de homogeneidad.
Ninguno de estos valores tuve diferencias estadisticamente significativas entre los grupos 1,

2y 3

HALLAZGOS DE AMINOACIDOS Y ACIDOS ORGANICOS POR CROMATOGRAFIA
En 1a tabla 12 se muestran ios resultados anormales en la cromatografia de aminoacidos
en sangre por HPLC. cromatografia liquida de alta resolucion y cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas para acidos organicos en onna.,




Tabla 10. Brecha aniénica, lactato, piruvato y sus valores de referencia.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valores
N=14 N=14 N=5 de p
Brecha anionica
en suero
IR: 14 -16 mEQ/L
Promedio y DE 15.88 + 2.67 15.18+ 2.77 19.11 + 6.65 0.135
Min - Max 96 - 202 118 - 21.3 96 - 27.2
Lactato en suero
IR:1.0 -1.8 mM
Promedio y DE 1.654 + 0.935 1.081 1 0.545 1.471 + 1.594 0.276
Min - Max 0.58 - 3.27 0.46 - 2.13 0.53 -430
Lactatoen LCR
IR:1.2-16 mm
Promedio y DE 2.500 1 1.361 2.067 = 1.381 2174 = 1.136 0.688
Min - Max 0.70 - 5.30 0.65 - 5.87 1.49 - 4.16
Piruvato en suero
IR:G.11-017 ‘
Promedio y DE 0.1369 + .04015 0.1367 & 0.143 0.1894 1+ 0.214 0.174
Min - Max 009 - 023 0.05 - 0.61 . . 0.05. ~:0.56 .
Piravato en LCR
IR:0.08 -0.13mM
Promedio y DE 0.1448 + .04088 0.1046 + .03830 0.1352 % .03757 0.034
Min - Max 0.10 - 0.24 0.05 - 0.21 . 0.11 - 0.20
Relacién LUP en suero
iR: 10 - i5mM
Promedio y DE 11.48+ 4.30 11.36 + 4.98 12.74 + 8.09 0.873
Min - Max 6 - 20 4 - 23 1 - 23
Relacién LUP en LCR
IR:® -15 mM
Promedio y DE 16.60 + 6.17 21.14 % 17.83 15.40 %+ 3.20 0.542
Min - Max 59 - 299 8.4 - 79.3 12.5 - 20.8
MEqg/L=miliequivalentes por litro, mM = mi tar. L/P = rel. & l-c‘tmolplruvmo. LCR = liquido

cefalorraquideo,IR: intervalo de reterencia DE=

Grupo 1. Mitocondriopatia conﬂrmada

dem

tada

al

Max=miximo




Grafica 3. Correlacion entre lactato en sueroy en LCR
Grupo 1. Mitocondriopatia confirrmada N=14
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Grafica 4. Correlacién entre lactato en LCR y brecha aniénica sérica
Grupo 1 Mitocondriopatia confirmada N=14
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Grafica 5. Correlacion entre brecha anidnica y relacién L/P en LCR
Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada N=14
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Tabla 11. Betahidroxibutirato, acetoacetato en suero y LCR.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
N=13 N=14 N=§
BOH en suero
{R.60 - 300 mmM 164 54 ¢+ 19510 127.86 + 134 07 78.59 1 53.20 0.934
Promedio y DE 7 - 606 4 - 437 18 - 139
Min - Max
BOH en LCR
IR. no referido 54.59 + 97.220 21.97 3+ 18.880 39.95 + 42.646 0.587
Promedwo y DE 13 - 360 3.4 - 68.1 86 - 1105
Min - Max
AA en suero
IR.2C - 100 AN 80.42 + 88.15 67.51 1+ 63.27 45.24 + 31.45 0.959
Promeadio y DE S - 292 10 - 222 17 - 98
Min - Max
AA en LCR
IR no refendo 30.18 1 44.51 15.87 + 11.74 25.14 + 22.60 0.747
Promedwo y DE 1 - 164 3 - 40 9 - 63
Min - Max
Retacion BOH/AA
en suero 216 2 1.79 1.69 + 0.992 1901+ 1.00 0.677
IR 2-4a mm 0.37 - 6.53 0.15 - 3.28 0.50 - 3.00
Min Max
Relacion BOH/AA
en LCR
iR:no referido 197 ¢ 1.34 1.63 + 0.897 1.49 1 0.573 0.350
Promedio y DE 028 - 517 0.23 - 3.13 0.51 - 1.89
My - Max
BOH=Dbetahidroxibutirato, AA= 't mM = mili lar. BOH/AA = ¢ ién b ato/

tato, LCR = liq
iR: intervalo de referencia DE= desvmcuén estandar, Min=minimo. Max=maximo
Grupo 1. M-tocondnopatia confirmada

Grupo 2. S

de mi

Grupo 3. Mitocondriopatia descartada

patia
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Tabla 12. Resultados anormales de la cromatografia de aminoacidos en sangre (HPLC)
y Acidos organicos en orina por cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de masas.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valorde p
N=14 N=14 N=§
n=12 n=8 n=2
Aminoacidos en 0.400
sangre 1 o] o]
n=10 n=5 n=2
Acidos organicos en 0.150
orina 6 1 o

HPLC:cromatografia liquida de aita resoluciéon
Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada

Grupo 2. de mi ia
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada

En el Grupo 1, el caso 14 presentd aumento del acido 4-hidroxifenilacético y el caso 21 tuvo
elevacion del acido lactico y el 4-hidroxifenilacético, mientras que el caso 25, a;:emés de fos
antenores. presentd también aumento del acido 3-hidroxi-isovalérico. En el caso 26 se :
detectd incremento tanto de hidroxibutirato como de acetoacetato. El caso 8 pres‘eﬁtdi
incremento de alanina y el caso 10 tuvo aminoaciduria. En el grupo 2, solo un:paciente,
(caso 6) de los cinco estudiados presentd incremento de la excrecidon del écido 4-
hidroxifernilacetico En e! grupo 3 no se Jetectaron anormalidades en ninguno. de los tres
casos en que se reahzd esta busqueda No existieron diferencias signiﬁcativaé entré los
grupos. Sin embargo, es imporante mencionar que el naumero de pacientes que:pargiyciparon
en este estudio fue muy reducido, por la dificuitad para recolectar ja orina, referiaa pof ios

padres.
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HALLAZGOS DE NEUROIMAGEN

La tabla 13 presenta los resultados anormales de la tomografia axial computarizada de
craneo simple y contrastada. El grupo 1, de pacientes con mitocondriopatias confirmadas,
tuve el mayor numero de imagenes cerebrales anormales, con una tendencia
estadisticamente significativa con 1a prueba de X° de Pearson. Los resuttados anormales de
resonancia magnética cerebral y espectroscopia por resonancia magnetica no tuvieron
diferencias significativas entre los grupos 1, 2, y 3. Es importante destacar que {a IRM y |a
espectroscopia por IRM solo se pudieron realizar en poco menos del 50% de nuestra
poblacion, por no contar con suficientes anestesidlogos para la sedacion fuera del hospital
sede del estudio.

E! hallazgo mas frecuente por neurcimagen fue e! aumento del espacio subaracnoideo
(atrofia cerebral) en ocho casos del grupo 1, tres del grupo 2 y dos de! grupo 3. Otra imagen
anormal, detectada séloc en el grupo 1, fue la alteracion de los nucleos basales (caso 5,
10,11, 25 y 26). La alteraciones en l1a seial de 1a substancia blanca se encontraron en tres
casos, uno del grupo 1 (caso 26), y dos de! grupo 2 (casos 6 y 7). En sdlo 2 pacientes se
presentaron calcificaciones subcorticales, de los grupo 1y 2 (caso Sy 12).

Excepto en dos pacientes (casos 26 y 33) de los grupo 1 y 3, la IRM mostré las mismas
alteraciones, aunque con mejor definicidn, que las que se detectaron por TAC. Estas
alteraciones ( hipo - hiper intensidades en T, -T2) estuvieron localizadas en el tallo cerebral
y médula cervical. La espectroscopia por IRM fue anomai en 2 pacientes detl grupo 1, uno
con disminucion de la sefial de colina (caso 14) y el otro aumento de la sefal del Jactato en
los nucleos basales (caso 25), asi mismo un paciente del grupo 2 (caso 6), presenté

incremento del lactato en el centro semioval.
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Tabla 13. Estudios anormales de neurocimagen

Estudio de Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
neurocimagen N=14 N=14 N=5
TAC simple y n=14 n=12 n=4 0.053
contrastada 12 9 1
anormal
IRM anormal n=9 Nn=6 n=1 0.196

8 3 1

TAC=tomografia axial computarizada de craneo
IRM=imagen por resonancia magnética cerebral.
¢ = valor estadisticamente significativo dc p

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. Sospechosos de mi
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada

La figura B8A (caso 25) corresponde a imagenes axiales de IRM en T, y la figura 88
muestra ta IRM coronal en T2 de! mismo caso, con incremento de lactato por
espectroscopia. Ambas imagenes sefiatan los ndcleos basales anormales.

HALLAZGOS DE NEUROFISIOLOGIA

En las tablas 14, 15 y 16 se sefalan las alteraciones encontradas en los estudios
neurotistologicos Estas vanables se analizaron con X° de Pearson. :
La lentficacidn y el patron generatizade en el EEG fueron las anormalidades mas
trecuentes en el grupo 1. integrado por pacientes con mitocondriopatia confirmada, con una
diterencia estadistcamente significativa. ai compararios con los grupos 2 y 3.

La figura 9, muestra un fragmento representativo del trazo electroencefalografico con
Atmos intermitentes de actividad delta frontal (FIRDA) del caso 8. Este hallazgo es ia

primera vez que se encuentra en un paciente con Mitocondriopatia confirmada.
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z"F’:EUth'A "Ir:nagenes' por resonancia magnénca'c'crebrr;l' ) o ) |
: __caso 25 con deficiencia del 50% de COX ]

| S R [

IRM en T: corte axial. Muestra con flechas hiperintensidad anormal heterogénea en
nucleos caudados y globo palido.

Imagenes por cartesia de los Drs Oscar Quiroz y Manuel Martinez, Fundacion Médica Sur.




{FIGURA 8 B. Espectroscopia por resonancia magneética cerebral
i ___caso 25 con deficiencia del 50% de COX

IRMen T
lzquierda. Conte coronal, la flecha muestra imagen anormal en los nucleos basales.
Derecha. Grafica del analisis espectroscopico, 1a flecha muestra pico anormal de
factato.

Mmagenes por conesia ce los Drs Oscar Quiroz y Manuei Marniner Fundacion Medica Sur
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Tabla 14. Resutltados anormales en el electroencefalograma.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valorde p
N=14  (n=14) N=14 (n=11) N=S (n=3)
EEG 14 7 1 0.012*
con lentificacion
EEG 14 7 2 0.047*
generalizado
EEG 2 o] 1 0.211
focat
EEG 2 3 1 0.638

paroxistico

EEG: eleclroence'alograma
* = valor ivode p

Grupo 1. Mitocondriopatia conﬂrmada
Grupo 2. de mi fa
Grupo 3. \dr tada

El! resto de las wvanables de los estudios neurofisiologicos

significativas entre los grupos estudiados.

no. tuvieron diferencias

Es interesante sedalar que el patron miopatico de la EMG se presentd en sdlo cinco

pacientes: dos del grupo 1(caso 1 y 10), dos del grupo 2 (caso 12 y 13) y uno del grupo 3

(caso 16). Solamente un paciente (caso 11) tuvo un patrén neuropatico en la EMG.

La retinosis pigmentana se confirmo en 4 pacientes, de los sdlo ocho electrorretinogramas

que se lograron realizar. En las tres pacientes del grupo 1 que presentaron ablaciones del

genoma mitocondrial (caso 8,10 y 37) y en un nifio del grupo 2 (caso 34). Sin diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos 1 y 2 (p= 0.157).
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FIGURA 8. Trazo electroencefalagratico montaje nnlcrhennsfor;bot(écﬁ
Caso 8 con . del 60% de ia actividad de COX y 50% de NADH.

i
Diagnostico molecular: Sindrome Kears-Sayre. e i
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€1 trazo muestra ritmos intermitentes de actividad detlta frontal (FIRDA). La flecha
senala la actividad deita frontal.
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Tabla 15. Resultados anormales de electromiografia y velocidad de conduccién

nerviosa.

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p

N=14 N=14 N=5
EMG (n=10) (n=10) (n=4)

3 2 1 0.875

VCN motora (n=12) (n=12) (n=3)
amplitud 2 1 o] 0.656
velocidad 2 1 o 0.656
VCN sensitiva n=7) (n=10) (n=3)
amplitud 1 o] o 0.376
velocidad (o] o o] -
EMG:electromiografia, VCN: i de idn

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. Sospechosos de mitocondriopatia
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada

HALLAZGOS DE LOS ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS

Se tenen 30 resultados de las 33 bropsias musculares realizadas. El grupo 1, de niiios con
mitocondnopatia confirmada. presentd el mayor numero de resultados anormates con por lo
menos alguna de las tecnicas utthzadas. con una diferencia estadisticamente significativa (
p = 0 003 con X° Pearson) con respecto a los otros dos grupos.

En la tabla 17 se presentan los resultados anormales de los estudios histopatologicos con
las diterentes tecnmicas utihzadas Se anahzaron con X° de Pearson.

Las alteraciones histoquimicas de! musculo estriado que se encontraron en los grupos 1y 2
tueron las siguientes en orden de frecuencia. alteraciones inespecificas de las fibras

musculares. en ciNco Mios detl grupo 1 (caso 9,11, 10. 18, y 26)




Tabla 16. Resultados anormales en los potenciales evocados

Grupo 1. Grupo 2, Grupo 3. Valor de p
N=14 N=14 N=5

PEV

(M=13) (n=12) (n=3)
amplitud 8 7 1 0.669
latencia 10 9 2 0.934
grado de alteracidon 0.918
! 2 2 1
It 5 3 1
[} 3 (o]
[\ o o
PEAT

(n=13) (n=12) (n=3)
amplhtud 4 151 o 0.238
latencia 6 5 1 0.916
grado de alteracion 0.662
] o} 2 o]
] 2 3 1
B 3 1 o
1w 1 (o] [o]
PESS

(N"=10) (n=13) {n=2)
amplitud 7 7 o] 0.186
latencia 4 6 (o] 0.463
grado de afteracion 0.386
! 2 3 o
fl o 2 o
m 5 3 Q
v [o] o] o]
PEV:pc ial les, PEAT i iti de tallo, PESS:potenciales

som rates.

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupo 2. Sospechosos de mitocondriopatla
Grupo 3. Mi i ia rtada

Atrofia selectiva de fibras tipo Il. en dos pacientes del grupo 1 (casc 14 y 25) y tres del
grupo 2 (caso 6.32, y 34). Atrofia selectiva de fibras tipo !, en un paciente del grupo 1 y el

otro del grupo 2 (caso 36 y 30) Ailteracion difusa en dos nifios del grupo 1 (caso 1y 3).
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Las alteraciones enzimaticas detectadas por la tecnicas de histoquimica se presentaron en:
La ATPasa en cinco pacientes. cuatro de!l grupo 1 (caso 1,326, y 36) y uno del grupo 2
(caso 30). La SDH en dos rmiiics, uno del grupo 1 (caso 10) y el otro del grupo 2 (caso 32).
La NADH en un pacicnte de! grupo 2 (caso ) Es importamte schalar que 1a actividad de
COX no fue estudiacda por tecnicas histopatologicas

La figura 10, muestra el patron upico de fibras ro)as rasgadas en el tejdo muscular con la
técnica de Tricromco de Gemor del caso 8, del cual se confirmo sindrome de Keamn-Sayre.
La figura 11, de! muismo caso, cerresponde a los Nallazgos de microscopia electronica que

muestra inclusiones anormailes paractistalinas en el tejido muscular

Tabla 17. Resuitados anormales de histopatologia en las biopsias musculares

“Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. Valor de p
Técnica == N=i4 o N=14 N=5

Histoquimica (n=13) (n=14) (n=5)

10 4 o 0.004"
Actividad (n=10) (n=14) (n=5)
enzimatuca 5 4 o 0.137
Microscopia (n=9) {(n=14) {(n=5)
electronica 4 6 o 0.156
Tricromico (N=13) (n=14) (n=0)
Gomon 1 4 o] 0.470

(FRR)

FRR: fibras rojas rasgadas
* = valor estadisticamente significativo de p

Grupo 1. Mitocondriopatia confirmada
Grupe 2. Sospechosos de mrtocondriopatia
Grupo 3. Mitocondriopatia descartada
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'FIGURA 10. Estudic histopatoiogico de |la biopsia muscular
i Caso 8 con . del 60° de la actividad de COX y 50% de NADH.
Vlf_)-agnostu:o mq!ccumr: Sindrome Kears-Sayre

Microfotografia del estudio histoquimico con tricromico de Gomon modificado.
La flecha senala las fibras rojas, €l asterisco muestra una fibramuscular deshilachada

enia Dras Beatne Delecn Bojorge y Cecana Ridaura. Departaments de Patologia INP,
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Caso 8 con . del 60% de |a actividad de COX y 50% de NADH.

ivFlaﬂl'J—RTZ\MT!;.“I.V{iicirosgopia"éiec(rér;uca de I"a "t;l-opsna'n'\'uvsgn.nari
'
i __ Diagnostico molecular: Sindrome Kears-Sayre.

La flecha muestra inclusiones paracristalinas entre las mitocondrias del tejido
muscutar.

Cortesia Dras Beatnz: De leon Bojorge y Cecilia Ridaura. Departamento de Patologia, INP.
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HALLAZGOS DE LA CADENA RESPIRATORIA

LLa actividad enzimatica de los complejos de la cadena respiratoria, medida en tejido
muscuiar estnado, fue uno de los critenos para apoyar el diagnostico de mitocondriopatia, y
lo utilizamos para categonzar los grupos del presente estudio Se considerd deficiencia
parcial cuando la disminucion de la actividad enzimatca fue igual o mayor al 50% de su
actividad normal. La deficiencia total se basé en una disminucion enzimatca 1gual o mayor
al 75% del total de su actividad normal. Todos tos pacientes con deficiencia total fueron
categorizados en el grupo 1, comespondiente a mitocondriopatia confirmada

La tabla 18 muestra el resumen de los valores de la actividad de ios complejos 1 - [V de la
cadena respiratona de los grupos 1.2 y 3, medidos en muiimoelas por minuto por gramo de
tejido. Los resultados de cada valor se dividieron entre la actividad de citrato sintetasa, la
cual refleya indrectamente la cantidad de mutocondnas existentes en el tejido muscular
estudiado (marcador de proliferacion mutocondrial)

Los resultados de la actividad enzimatica de {0s compiejos de la cadena respiratoria y de
citrato sintetasa, entre los grupos de! estudio, se analizaron con la prueba ANOVA de una
via. Para las enzimas SDH, NADHCCR sensibte a rotenona y COX se utilizé la prueba de
Kruskal-wallis debido a la heterogeneidad en sus varianzas. En el grupo 1. hubo una
disminuciéon estladisticamente significativa en |la actividad enzimatica de COX y NADHCCR
sensible a rotenona, en comparacion con el resto de las enzimas de los complejos de la

cadena respiratoria entre los grupos 2 y 3.
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HALLAZGOS DE GENETICA MOLECULAR

La réplica tipo Southermn se realizdé en toda las biopsias musculares de nuestra poblacion,
con excepcion de una paciente (caso 26). Las mutaciones detectadas por esta técnica
permitieron confirmar el diagnostico de mitocondriopatia en tres casos y categorizarios en el
grupo 1 (N=14)

El caso 8 presentd una ablacion de 4,989 pares de bases. La ablacion se extiende desde el
nucteodtido 8470 del gen atp8 hasta el nucledtido 13459 del gen que codifica para nad 5.

El caso 10 tuvo una abtacion de 8,049 pares de bases. La ablacion se extiende desde el
nucledtido 6582 del gen cox 7 hasta el nucledudo 1462 del gen que codifica para nad 5.

En el caso 37 se detectd una ablacion de 6.000 pares de bases comprendida entre los

sitios de restriccion Asu 7440 y Kpn 16,048, No se determino el lugar exacto de la ablacion.

En la tabla 19 se resumen los resultados de los pacientes con mitocondriopatia confirmada
por deficiencia igual o mayoer at 50% de alguno de los comptejos enzimaticos de la cadena
respiratona y/o mutacién del DNA mitocondrial. Cabe sefialar que tres pacientes
(casos:8,26 y 36) tuvieron deficiencias combinadas de complejos de cadena respiratoria.
Por lo anterior el numero total de alteraciones supera al numero tota! de pacientes del

grupo 1

La tabla 20 resume los resultados bioquimicos, patolégicos, moleculares y clinicos de toda

la poblacién incluida en el presente estudiado.
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Tabla 18. Resumen de 1a actividad enzimatica de los complejos (1 -1V ) de la cadena
respiratoria

Grupo 1. Grupo 2. Grupo 3. valor de p
N=14 N=14 N=5
Ciwrato Sintetasa
IR:81-203 mM/min
Promedio y DE 274.21 1+ 96.56 239.29+ 107.95 200.40 = 100.75 0.361
Min - Max 80 - 403 65 - 414 55 - 414
NADH-DH/sc
IR:2.79-3.13mM/min/sc
Promedio y DE 163 x 0.873 2.30% 0.792 2.01+ 0.923 0.123
Min - Max 0.22 - 3.40 1.31 - 383 071 - 296
SDH/sc
IR:0.108-0.123mM/min/sc
Promedio y DE 0.062 = 0.030 0.073 + 0.027 0.154 = 0.135 0.393
Min - Max 0.014 - 0.119 0.046 - 0.124 0.045 - 0.345
SCCR/sc
IR:0.052-0.090mM/min/sc . . )
Promedio y DE 0.078 + 0.101 0.066 + 0.035 0.058 + '0.035 +.-0.846
Min - Max 0.004 - 0.407 0.022 -'0.131 0.027 -:0.119 .
NADHCCR/sc o
1R:0.337-0.456mM/min/sc ) Lo
Promedio y DE 0.231 t 0.086 0.263 + 0.133 .. °0.322 x.0.118 0.315
Min - Max 0.132 - 0.410 0.017°'-°.0.610 0.166 - 0.454
NADHCCR, s. rotenona/sc
1R:0.030-0.154mM/min/sc
Promedio y DE 0.044 + 0.018 0.077 + 0.035 0.124 = 0.123 0.011*
Min - Max 0.025 - 0.090 0.019 - 0.132 0.039 - 0.341
COXssc
IR:0.290-0.331mM/min/sc
Promedio y DE 0.145 > 0.096 0.342 + 0.102 0.262 + 0.132 0.001"
Min - Max 0.046 - 0.394 0.140 - 0.486 0.146 - 0.413
NADH:nicoti ida deshidr SDH: inato d SCCR citocromo ¢
reductasa, NADHCCR:nicotinamida deshidrogenasa citocromo c reductasa, s: sensible a, COX:
citocromo ¢ oxidasa, CS: citrato . DE:d » Min:minimo, Max:maximo

Mm/min/sc:milimolas por minuto por gramo de tejido muscutar dlvldldo entre la actividad de citrato
sintetasa.
“ = valor i igni tivo de p

Grupo 1. Mitocond'iopa‘tla confirmada
Grupo 2. de m iopatia
Grupo 3. Mi!ocondnopatla descartada
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Tabla 19. Resultados de los pacientes del Grupo 1 con
mitocondriopatia confirmada.

GRUPO 1.

N=14 Numero de aftteraciones
1 cox 10

1 NADH 3

Abtacién det

DNA mitocondrial® 3

1 SOH 3

4 NADH - CCR 1
Alteracién de la beta 1

oxidacion mitocondrial

NADH - DH: i i ida o og

SDH: st to desh asa

NADH - CCR: nicotinamida deshidrogenasa citocromo c reductasa
CcOox citocromo c oxidasa

por ta técnica de Southern blot
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Tabla 20. Rest biequimi hi ogi y moleculares. Diagnoéstico clinico

Caso Bioquimico Cadena rexpiratoria  Tincion Mutacion Caracteristicas clinicas,
Gernero mt yio
(edad ae iniclo} Masculo o
Sangre 0 tCR Muscula
Gpo. 1 N=14
1 F(am) 1 1actato 4 Cox 70M% 1 act omdat - EM, DCyD.CC vomno
3 fF(7d) Cetonas ausentes Sin aneracion 1 act axtat - EM.DCyYD higada,nhon
Hipogiucermia hipucetogenca
S F (3m) { cetonas +Cux B2% - - EM, DCyD corazon. ATR
& F(10a) T lactato LCox 60% FRR + S K-8 EM. talla baja, twosditis, onatmopleyia,
LINADH DH 4% otosrs, R
9 F (Bm) 1 lactato STIADH IO, - - EM. nfion® tatta baja
10 F (6im) 1 lactato 4Cox Ty TSDH Abtacion EM.NNoN", DCyD. oftalmopiejia,
T act omdat prosis, R
11 M (am) T lactato LCox 7o - - EM, corazon, sordern. newropatia
14 F (1m; - CetonNan $Con 7T atroha npo i - EM. higado, esiado epulephco
18 F (1a2m) Sin aneracion L{Cux 7% - - Pseudotus, oftalmopkeia, poses
21 F (&m) Tcetonas +Cox &T¥. - - EM. higado, taha baja
251 M (Qalm? Tlactato, lcetonacs +Cax T ntrofis tipo It - EM, DcyD, proses
261 c1my Tactato *cetonas iCox BaX T ATPasa EM, DCyD, oftatmopiejia, ptoses CC
«GDH 86w
2 st ey Tiactao, scetonas ¢ SHUH BN * act oxdat - EM,vomitos, DCyD, nAcn®
JADY Dwrn,
TOE By * lactato icetonas LD S K-S EM. talla baga oftatmopiesia ptoses R
SNADM cc,ﬂ«x:w.
T lactato «celonas Sun aneracon T NADH - M, talla bajs. NHON™
* lactato dcetonas areracion - - €. higada. nron, oftatmopieria CC
anteracion - - E. Lila baja, oftalmophejia
arerscion - MELAS . EM. pseudocctus, CC
aneracron - - EM. ofalmopiegia. ptoss.
Sy alteracian T 8DH MERRF - EM, estado epiephco, demnences
S aMeracon anecscon . - EM. DCyD, ptosm
San afteracion aneracion - - MLINOIETANCIT epeTCICIo, INDIIRES, FSMa
* lactato afteracion - - E. {visual progresna, atrofa optca
ecrtonas aneracion - - M. vomitos, DC
San afteracmn aReracon “ act omaat - EM DCyD cataratas. nfyon®
ctate aneracion - - Enfermedad de Menkes
: * lactato lcetonas areracion 1 SOH - EM. sordera, oftaimopieyia, plosss, HON®
ARt arm Sir aneracon aneracien atroflatpo 1 - EM sordera demencia. CC.R
Semr 3 n s
R * lactate Sin ateracion - Al MetaboIrmo 4CI30S trkares
: mm Sin aneracior - Nuastenia graves juvenl
4 macim) *lactatc - Ftosis familiar congenta
Pty Sin areracion - Sinarome dramornco
Bk (Lem; Hin aReracun - - intarto cenncal medutar
M mascuning § femenino, me = nal, Aocim:=

=ano. m=mes. d=dias, ument

- FASMEINUCOn, act oaial T acivIdad oxdativa atrofu tpo IS atrolia sekectiva de 1|I>ras tipo 1, Ce-=cnocmmc omasa NAD#H=
PN TGS Yers P ogenaed S DH - BuCCINeto rogenasa. FRR= hibfas 1
Metan- Encelalomiopatia con pseudowctis. MERRF = encefalormopatia con Vo 1 rojas rasgadas. n—mnmpana

Em: tia DCyD* y aesarrolio, € =encefalopatia. ATR=scidoss tubular renal,
M miopatia CC =Crss convulsivas, nAan"=Sindrome de Fanconni renal. At =afleracion

Grups:
Grupo opat
Gums 3 Mot oncaopatia Gercartada

Mm-cm-op.uu contirecs
ae
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Vil. DISCUSION

El diagnostico de las enfermedades mitocondriales y energéticas constituye un reto para la
ciencia medica mundtai, ya que a pesar del avanzado conocimiento que se tiene del
genoma mitocondnal (DNAmMt), la mayoria de las funciones energeéticas estan reguladas por
un gran Nnumero de mecanismMos aun por descubrir, regidos por el genoma nuclear (DNA) o,
El DNAMI representa unicamente el 0.00006% del material genético total del ser humano.
Mas del 90% de las proteinas gque forman parne del funcionamiento energeético de 1a
mitocondna se sintetizan en el citoplasma celular, por lo que tienen que ser importadas
hacia la membrana mitocondrial a través de intnncados mecanismos. de traslocacion y otros
aun no totaimente conocidos que dependen de sefiales, acarreadores y proteinas
codificadas por et DNAN''?

Debige a la regulacion predommnantemente nuclear, la mayor parte de !as investigaciones
sobre entermedades relacionadas con el metabolismo energético, incluyendo la presente,
contienen un grupco de pacientes (grande o pequeno, dependiendo de los recursos de cada
estudic) en gquienes a pesar de una busqueda exhaustiva del mecanismo patogénico, no se
logra confirmar, y mas aon, descartar una etermedad mitocondriaf' 428283 coma ha

sucedido en otras poblaciones pediatricas, en nuestra poblacién se identificaron

pnncipalmente deficiencias en la actividad enzimatica de fa cadena respiratoria y menor de
mutaciones del DNAmM™+%

Aunque el DNAmM! de un individuo proviene casi en su totalidad del 6vulo, ta herencia
materna especialmente relacionada con las mutaciones puntuales, es sdlo una de las
tormas en que puede transmitirse una enfermedad mitocondrial'®. La literatura refiere uh

numero hmitado de lactantes con mutaciones puntuales y herencia materna comprobada.
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Sin embargo, en los Uultimos afios  se estian  descubriendo  paulatinamente nuevas
mutaciones puntuales en pacientes pequefos, * estos hallazgos muchas veces han

requerido secuenciar 1as 16,500 hares de bases del DNAmt".

Ya due las alteraciones del genoma nuclear son la principal caﬁsa de disfuncion
mitocondrial y energética, la herencia también puede ser autosémica dominante o recisiva,
ligada al X, o incluso mutacién de novo™'®, Una-tercera parte de los pacientes confirmados
o con sospecha de mitocondriopatia de nuestro estudio tuvo mas de un individuo afectado
por familia, por lo menos un hermano o aiguno de sus padres, otra tercera parte tuvo et
antecedente de consanguinidad y/o endogamia, 10 que nos hace suponer que existen

diversos tipos de herencia en la presente serie de casos. En 1998, Von Kleist-Retzow y

cals’'® detectaron una frecuencia del 20-30% de consanguinidad en pacientes con

deficiencia de COX y/o NADH. En nuestra serie encontramos consanguinidad y/o
endogamia en tres pacientes (casos: 1,11,14) con deficiencia de COX y dos (casos: 9 y 36)
con deficiencia de NADH, tres nifios mas sin alteracidén identificable de la cadena

respiratoria © mutacidon del DNAmt. (Casos: 7,12 y 32).

En los adolescentes y adultos jovenes se han caracterizado fenotipos plenamente

identificados en el DNAmt tanto d abladiones como de mutaciones:puntuates™® . El inicio

de muchos de estos. fenoﬁpos__{sucede durante la ihfancia pero al principio con

caracterisums chmws mespecnﬁcas Au \qu”‘ oon resuttados negatxvos en nuestro estudlo

buscamos lntenctonadamente os mutacuones puntuales. pala el tipo mas frecuente de

MELAs mutacion del tRNAleu G3243A en un’ paciente con episodios pseudoictales, y

otras, para el mas frecuente de MERRF mutaclén del tRNAleu A8344G en una nifia con
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epilepsia contmua y' demencua Aun se encuentran en proceso. fa busqueda de los otros

sitios de mu!acuones puntuales de nuestra serie.’

Las alteraciones de un paciente pueden permanecer subclinicas hasta que la reserva
energética se agote, por ciertos retos metabédlicos que incrementen su demanda, en
especial el encéfalo y el musculo consumen la mayor parte de la energia proviniente de la

fosforilacién oxidativa®'*"

El diagnoéstico de un paciente pediatrico con sospecha de disfuncion mitocondrial puede
retrasarse debido a Que se requiere cierto tiempo de evolucion para que por el fenémeno de
segregacion replicativa, se acumute la mutacion del DNAmt, y que la disfuncion mitocondriat
rebace e! umbral clinico que repercuta en los diferentes 6rganos afectados para manifestar
asi el fenotipo enfermo*™. En nuestro estudio, uno de los antecedentes patolégicos mas
frecuentes en el grupo de pacientes con enfermedad mitocondrial confirmada fue la

enfermedad por refiujo gastroesofagico (ERGE), generalmente aunada a una mala

respuesta al tratamiento médico convencional. Consideramos que probablemente el vomito

ciclico, y no el reflujo, fue el sintoma inicial ya relacionado con la enfermedad mitocondriat

adn no identificada*®

En los pacientes menores de edad resutta dificil valorar cxenos smtomas que pueden ser

claves del diagnostico, como la intolerancia at ejercicro"""" que se’ refiere . en ‘mUChOs
adultos, este dato sélo lo detectamos en 11% de Ios_escolare dolescentes de nuestra

poblacion.

Al igual que Jo refieren Munmch v, cols N

en: su sene de . 60 mﬁos con’ deﬁcuencna de la

cadena respiratoria, nosotros tambxén encontramos que despues de la alteraciéon del SNC,

la afeccion significativa mas frecuente fue la detencxon del crecimiento postnatal (talla baja),

e
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probabtemente debido al reto metabdlico que implican ciertas etapas fisiologicas aceleradas
del crecimiento corporal durante la infancia. ta talla baja es un sindrome pediatrico
inespecifico que se presenta en un sin niumero de patologias en la nifiez. Lo cual confirma
lo dificil que puede resultar fa evaluacidn de un paciente sobre bases  exclusivamente
clinicas y explicaria porqué, la edad promedio de sospecha diagndstica de citopatia
mitocondrial en nuestra poblacion, casi sextuplicd a 1a del inicio de los sintomas.

Con excepcion de los sindromes encefdlico y miopatico, ninguno de los otros sindromes
111

neuroldgicos’’ que buscamos intencionalmente tuvieron una frecuencia significativa.

En el presente estudio encontramos que los signos encefalopaticos fueron
significativamente mas frecuentes que lo miopaticos. Estos resullados concuerdan con
otras series pediatricas como la referida por Tulinius y cols en 1991 ™, corroborada por
Jackson y cols en 1995 *? y posteriormente por Uusimaa y cols en el 2000 2 Robinson BH
"' explica este fenémeno al proponer que en los nifios pequefios, el SNC nene una rnayor

proporcion de masa corporat en comparac:én con el snstema musculo—esqueletlco aunado

al elevado consumo de energia que se requ:ere para el proceso de maduracuén cerebral. B

Aunque ' las alteracrcnes oculares ison mespecufcas wen nuestra :serie 3 en otras,

publicaciones se presemaron sugmrcanvamentemnés

sospechosos o conf’rmados de mnocondnopa(ia"""‘ :Af

enfatizaron que en diversas enferrnedades mnocondnales exus(e’la frecuente asoctacuon de

signos y sintomas en dvferentes organos sin relacoon medica aparentemente logica.
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El rindn fue el tercer organo mas frecuentemente afectado en nuestra poblacion,
relacionado con tubulopatia proximal (sindrome De-Toni-Debré-Fanconi) que se asocido con
ciertas deficiencias enzimaticas de !a cadena respiratoria: deficienciab de NADH (casos:
2,9,36), de SDH (casos: 32 y 36) y de COX (casos 10 y 30), uno de ellos con ablacion del
genoma mitocondrial (caso 10). Este hallazgo difiere de la serie de ﬁiﬁos con deficiencia de
alguno de los complejos de la cadena respiratoria, que fue referida por Munnich y cols*® en
el 2000, quien detectd manifestaciones renales en sexto Iﬁgar. precedidas en orden de

frecuencia por el SNC, crecimiento corporal, el sistema muscular, el higado y el corazén.

A pesar de la busqueda tanto clinica como por laboratorio, no encontramos como en otras
series, alteraciones con frecuencia significativa de otros organos o sistemas diferentes del
nervioso y muscular, sin embargo cabe sefalar que el tamafio de nuestra poblacién aun es

sélo la quinta parte de la publicada por Munnich*®,

En nuestra serie observamos, ciertas asociaciones interesantes, aunque infrecuentes en las
mitcondriopatias, como la presencia de miastenia gravis con anticuerpos positivos contra
receptores de acetilcolina (Ach) (caso 8), en quien se corroboré sindrome de Keams-Sayre
(SKS) y una paciente con sindrome de Leigh (caso 26) con presencia de anticuerpos contra
Ach sin manifestaciones miasténicas, en quien se detectd deficiencia de mas de! 80% de la
actividad de COX y SDH. Varios autores han confirmado la asociacién de enfermedades
inmunolégicas con alteraciones mitocondriales secundarias™®', Plewnia y cols''®
identificaron un paciente adulto con SKS y miastenia gravis con anticuerpos contra Ach.
AUN no se ha establecido si la alteracidn inmunoldgica asociada al SKS es primaria o
secundaria a la mutacion del DNAmMt, ya que también se han referido pacientes con SKS

que desarrollan miastenia gravis, varios afios después de haberse detectado la enfermedad

117

TESIS CON

- | pALLA DE ORGEN




mitocondrial. Hasta e! momento no se han referido en la literatura la asociaciéon de
anticuerpos contra Ach con deficiencia enzimatica de COX y SDH,
Gracias a los. grandes avances cientificos y tecnoldgicos obtenidos durante los',;:ﬁlﬁmos

siglos, se hén descubierto diversos mecanismos que provocan enfermedades i'elacio adas

con el metabolismo energético. El estudio metabdlico de un pac:ente con osp cha de

mitcondriopatia, puede llegar a requerir varas lineas de mvestlgacxén relacxonadas con el

transporte y la utilizacion de substratos, ciclo de Krebs. la: cadena-resplratoda y/o la

fosforilacion oxidativa®.

El numero de publicaciones sobre enfermédadés B mltocondnales - mcremento
dramaticamente durante la qttima d‘écada‘ del Siglo XX". especaalmeme aquellas
relacionadas con  mutaciones. det DNAm( y deficiencias' enzimaticas. de la cadena
respiratoria y la fosforilacion oxidativa. Con pocas excepciones, una "de tas carécteristicas
mas sobresalientes del estudio metabdlico de estas patologias, lo: consmuye la elevacxén
det tactato (L) corporal, acompainado o no de modificaciones en los niveles’ del piruvato (P)
y los cuerpos cetdnicos: en especial el B-hidroxibutirato (BOH) y el acetoacetato (AA) La
combinacion de estos productos y sus indices de relacxén nos onentan sobre la pos:ble via

metabdlica afectada 4°4¢

En nuestra serie, sélo una paciente (caso. 3) 'déj Ui o 1, tvuvo datos sugestivbs de

alteracion de la beta oxidacién al presentar‘ disf‘{mcién‘ hepética con episodios comatosos

recurrentes e hipoglucemia sin formac:én de cetonas y nlveles normales de camitina.

Las alteraciones de Ia cadena resplraton

: la fosforilacién oxidativa provocan
generalmente elevaciones sunulténeas de los Ind:ces L/P mayor de 20 y BOH/AA mayor de
2112_
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En una poblacién de 50 nifios, Tulinius y cols®  refieren incremento estadisticamente
significativo en los niveles de Iactato {sérico y LCR) de los pacientes con ‘mito‘condn'opatia
conﬁrmada (n=20), en comparacién con los : que tuvneron otras enfermedades no
mltocondnales (n=20). En nuestra sene encontramos que Ios nlr'\os con mltocondnopat:a
confirmada (n=14) tuvieron los valores promedlo mas altos de Iact.ato tanto en sangre oomo

LCR. No hubo diferencias significativas al comparar los niveles promed:o de Iactato con los

pacientes sin enfermedad mltocondnal {n=5). Sin . embargo,

no se pudleron realizar

comparaciones con valor estadistico debido tal vez a que el; mero de falsos posmvos en

nuestras poblacion es aun muy reducido.

En nuestra serie de 33 casos, e! incrementoc de ladéto ‘se detecti:.‘:
predominantemente en LCR, ya que como se ha demosu‘ad
LCR se detectan generalmente antes que las séricas™
confirmados encontramos 2 casos con elevacidon de lactato todos ellos con ‘Una o mas
deficiencias enzimaticas de la cadena respiratoria. Tres pacientes tuvieron ac:demla factica
acompafiada de una relacién L/P mayor de 20, Gnicamente en LCR. En contraste, sélo un
caso con L/P superior a 20 tanto en sangre como LCR. Uno de los lactantes con sindrome
de Leigh, con menos del 80% de la actividad de COX y SDH, presentd discreta elevacion
de lactato en LCR con incremento importante del BOH y AA en el suerc, LCR y orina, sin
alteracionde los indices L/P ni BOH/AA. Tampoco encontramos, cCOmo se esperaba, que
todos aquellos casos con sindrome de Fanconi tuvieran simultaneamente niveles normales

o bajos de lactato en sangre secundario a su elevada excrecién urinaria®®,

Es importante destacar que este nimero tan reducido de pacientes con acidemia lactica y

L/P elevada, probablemente se debe a que la determinacién de lactato y piruvato se realizd
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en la mayoria de nuestros pacientes en condiciones de reposo, ayunoy sin reto metabdlico

secundario o inducido®'. Bajo estas condiciones, Ios mdlces LIP y BOHIAA ‘se encontlaron

elevados unicamente en tres pacientes, uno del grupo: de m:tocondnopatxa conﬁrrnada y

dos del grupo de sospechosos.

11l

contaminacion bacteriana

cuantifi cacnén de - lactato

p:ruvato p—h” roxnbutlrato Y

laboratorios altamente especnahzados con nguroso comrol de cahdad La s:gmf‘cauva

correlacion bmlbglca Yy estadustxca de Ios valores de ta brecha a |én|ca senca con Ios de

lactato en LCR y con“ su. relacnén LIP de nuestros pacxentes ‘con mxtocondnopatla

confimada, corrobora nuestra pnmera hlpéte5|s. Este hallazgo podria ser de utilidad en

nuestro medlo para capturar pacuemes sospechosos de tener alteraciones de la cadena

respiratoria, antes de: reahzar estudlos mas costosos y sofisticados. Como se sabe, la

brecha anidnica es un estudio muy sencillo y accesible, que calcula en forma indirecta y
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aproximada la cantidad de anionea en’ Ia sangre, siendo el lactato el‘ principal anion
corporal. La brecha aménlca se detenmna cuantlficando el resultado de sodlo mas potasno

menos cloro més blcarbonato. en ausencna de factores ’ como febre.

mfeccnén,

convulsnones. mtoxxcac:én por sallcnlatos en(re otras Para proponer a K

sérica como herramlenta dxagn;' ca. como lo proponemos en nuestra segu 'da‘ hipéfeisis

se necesma extender este’ estudm para captar un  mayor numero>de pacientes falsos

positivos, que nos permltan reallzar una evaluamén para pruebas dlagnéstl

con sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Los resultados de los estudios complementarios de laboratorio clinico: y gabinete
generaimente son inespecificos™*™2, Sin embargo, debido al caracter multiorgdnico de las
citopatias mitocondriales, se realizan en todo paciente sospechoso para detectar cudles son

los organos o sistemas afectados, asi como para determinar {a gravedad y evolucidn de los

mismos*®.

Aunque los estudios neurofisiologicost! 12528880 4o jmagenttttEMGeess o

inespecificos, ‘nos permuten evaluar el sistema nervioso, tanto central como periférico y el
muscular. La mformaclén y sensiblidad de los mismos dependen de los recursos
tecnolégicos de cada institucion.

Todos los pacientes del grupo 1, con mitocondriopatia confirmada, tuvieron lentificacion en

la actividad de base del electroencefalograma (EEG), con una diferencia estadisticamente

significativa ‘en comparacién con los otros dos grupos de estudio (sospechosos y

descanados) La: Ienhﬁcac:bn de la actividad eléctrica cerebral es la alteracidon

electroencefalografca mas frecuente en los pacientes con citopatias mitocondriales,

Tulinius y cols® tamblén 1a encontré este patrén en el 100% de su poblacion.
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La actividad cortical . delta intermitente del ritmo frontal (FIRDASs) es un  hallazgo
electroencefalografico inespecifico y poco frecuente en Neurofisiologia, este fenémeno se -

encuentra ocasionalmente en pacientes con encefalopatias métabélicas.‘alté'raciones

difusas de! funcionamiento cerebra! y alguna de . las sugunentes patologlas" neoplas:as

intracraneanas de la linea media o fosa posterior, absceso o lnfano cerebrales, demencaa o
dialisis peritoneal ''7. Una de nuestras pacientes con SKS’ (caso 8) presenté FIRDAs en su
registro electroencefalografico, de nuestro conocimiento es Ia pnmera vez que se detecta

esta actividad en una enfermedad mitocondrial.

Al igual que la serie de casos de Van Erven y cols %' en cuya poblacién predomi-namn las
alteraciones de la cadena respiratoria, nosotros también encontramos una baja frecuencia
de epilepsia con o sin EEG paroxistico. La frecuencia de epilepsia referida en |las diferentes
series de mitocondriopatias, se incrementa en aquellas poblaciones que tienen- mayor
numero de pacientes con sindromes mitocondriales que se caracterizan por presentar

episodios paroxisticos epilépticos como MERFF, MELAS y Alper so,

Diversos estudios refieren alteraciones en los potenciales evocados (PE) de pacieﬁ(es con
citopatias mitocondriales. Las respuestas mas frecuentes se relacionan con dtsmlnucton en
la amplitud y retraso en la latencia, hasta un 75% de los casos en las modahdades v:sual
(PEV) y somatosensocrial (PESS), y sélo en un 47% en los PE audmyos de tallo (PEAT)
SI,KW,SB' .

En nuestra serie’ encontramos resultados similares tanto en. los trazos como en las
diferentes modalidades de PE, aunque sin diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos de mitocondriopatias confirnados y sospechosos o descartados. Problablemente
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se podran realizar comparaciones estadisticas al incrementar el numero de pacientes en
cada grupo de nuestro estudio.

Los haltazgos electromiograficos (EMG) y de velocidad de‘condrucv:c‘ién nerviosa (VCN) que

se han referido en !a literatura son muy heterogéneos de n pamente a otro mcluso con el

mismo tipo de mitocondropatia®*%, Los patrones de la EMG e pacaemes con d:agnésnco

confirmado varian desde francamente miopétic_os, neuropétlcos o la combinacién de ambos,

hasta cambios inespecificos o con respuestas normale

Como lo refieren Van Erven y cols, en su sene de 12 on smdrome de Leigh®',

nuestra poblacidén también tuvo una minima frecuenc:a de alteracu:snes tanto en la EMG

como la VCN. Cabe sefalar que en ambas senes los resultados de EMG y VCN no

correspondieron con la hipotonia y/o hiporreflexia detectada Mcl nlcamente. Es interesante

mencionar, que en estudios neuropatolégicos, ultraestructurales y morfometncos se ha

encontrado afeccion del nervio periférico en et 100% de pacxentes adultos con diversas

mutaciones de! DNAmM1®*®. Estos estudios no se han realxzado:en poblaciones pediatricas.

Tedricamente es probable que en el adulto, a dlferenc:a del mno se acumule mayor

cantidad de DNAmMt mutado a través de los‘aﬁos. lcg que podria” explicar ia neuropatia

durante la historia natural de estas enfen'nedédéﬁ" Sin embargo, para poder

comprobario se necesitan mas estudiosv,'vque“oori* ‘tlos cambios neuropatolégicos
con la edad, evolucion y VCN. :

A través de la tomografia axial computanzada (TAC) a lmageh pf.')r‘rresonarv'rlcial magneética

odas\ell‘as xneébéqiﬁ;ﬁa; tanto édrtiwlés como

{IRM), se han descrito dlversas altera one'

subcorticales que comprometen ala substancua blanéa ylo gr'ls'1 R La TAC fue el recurso
de imagen mas accesible en nuestro medxo, que detecto el mayor numero de aiteraciones

(85.7%) con significancia estadistica para el grupo de pacieh(es con mitocondriopatias
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confirmadas. LLos hallazgos mas frecuentes fueron los relacionados con cambios sugestivos
de atrofia cortico-subcortical, también se observaron hiperdensidades subcorticales
compatibles con depodsitos minerates anormales. Como se sabe, la IRM tiene mejor
definicion y sensibilidad para wvisualizar las estructuras del tallo cerebral y la substancia
blanca®™* Aunque la IRM nos permitié delimitar y entender mejor {a naturateza de las
alteraciones, el numero aun lmitado de estos estudios en nuestra poblacién, no pemitid
realizar analisis comparativo entre la TAC y la IRM.

En el 2001, Viadutiu y cols™ revisaron en forma retrospectiva (16 afios) las IRM cerebrales
de lactantes y pre-escolares con sospecha de mitocondriopatia, detectando anormalidades
solo en 63% de los casos confirmados. Probablemente este bajo porcentaje se debe, a que
hace una decada se tenia menor definicion de imagen por unidades Tesla en la IRM, lo que
repercutia en la sensibilidad del instrumento

Actualmente ia espectroscopia por resonancia magnetica (SRM) permite detectar, en forma
no invasiva. algunos substratos y productos de! metabolismo oxidative en el muasculo y el
SNC®=7'7  Con esta técnica identificamos, en el grupo de mitocondriopatias confirmadas,
un caso con disminucion en la sefal de colina y dos mas con aumento de lactato.

En un futuro se esperan perfeccionar las técnicas de SRM muscular in vivo, que tendra
ventajas en poblaciones pediatncas de pacientes sospechosos, al no requerr sedacion
anestésica"’

El musculo estnado es el tejido que mas se ha utilizado en e! humano para el estudio
morfolégico, bioquimico y molecular de la mitoocndria”™ ™%, { os resultados positivos de uno
o mas de estos estudios nos permitieron apoyar en nuestra péblacién el diagnostico de

enfermedad mitocondrial.
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En nuestros casos y el de otras series pediatricas con mitocondriopatias confirmadas, los

hallazgos histopatolégicos mas frecuentes fueron inespeciﬁcos“'"' bl

tas tinciones inmunohistoquimicas han logrado tdentificar, en forma indirecta, algunas de
tas actividades enzimaticas de la cadena respiratoria y |a fosforilacion oxidativa. DiMauro y
cols®, refieren que Ia tincién para succionato deshidrogenasa (SDH) ha sido la mas sensible
para detectar anormalidades mitocondriales en sus biopsias de musculo estriado. En
nuestra serie, la mayoria de los estudios histoquimicos del tejido muscular tuvieron
resultados inespecificos. Es importante destacar, que aun estad pendiente de realizar la
tincion de COX en nuestra poblacion. El aumento en la actividad oxidativa fue la principal
alteracion referida en cinco pacientes, sélo tres casos fueron positivos para SDH, uno para
NADH y otro para ATPasa, sin correlacion con el diagnéstico enzimatico cuantificado de la
cadena respiratoria. como ya ha sido referido en la literatura®. La presencia y en ocasiones
la ausencia, de ciertos marcadores histoquimicos e inmunohistoquimicos en el musculo
pueden ser altamente sugestivos de enfermedad mitocondrial. Aunque la presencia de
fibras rojas rasgadas (FRR) es diagndstica, su ausencia no la descarta. Descubrir FRR en el
musculo de un paciente, depende en algunos casos, de la evolucion y el estadio clinico en
el que se encuentre, ya que en ciertos tipos de miopatias mitocondriales desaparecen en el
curso de la enfermedad, y en otros se requieren estadios avanzados para detecta_rlas""’:'.
La mayoria de las biopsias musculares de lactantes y nifios pequefios con enfem‘_ledadés
mitocondriales, no tienen FRR y es por esto que en nuestra serie, sélo las detectamos en

una adolescente de los tres casos de SKS.

Es importante destacar, que muchos defectos mitocondriales carecen de marcadores

tisulares, como en la deficiencia de las enzimas privato deshidrogenasa (PDHC), piruvato
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carboxilasa (PC). camitina palmitoil transferasa (CPT) o sindrome LHON y NARP™®, lo que

dificulta mas su identificacion

En diversas poblaciones peaiatricas con citopatias mitocondriales, la microscopia
electronica se considera el estudio histopatolégico de mayor utilidad diagnostica, ya que las
atteraciones ultraestructurales se detectan en mas del 70% de las biopsias musculares
NB2929 L asta el momento, el NnuMero de casos con mMicroscopia electrénica en nuestra

serie es aun limitado, por lo que en un futuro realzaremos el analisis comparativo

estadistico

E! estudioc cuantitativo de la actividad enzimatica de la cadena respiratoria, en niftos y en
aduttos, es uno de Ios recursos disgnosticos mas importantes para apoyar una

mitocondnopatia, en ausencia de mutaciones demostrables en el DNAmMT428289.92.83

Con excepcion de un paciente con probable alteracion de la beta oxidaciéon, la deficiencia
cuanttativa parcial o total de una o mas enzimas de la cadena respiratoria, nos permitio
agrupar a la mayoria de los pacientes con citopatia mitocondnal confirmada en nuestro

estudio Los pacientes que ruciaron sintomatologia desde la lactancia, tuvieron una

trecuencia significativa maycr de defictencia parcial o total de COX, seguida de 1a NADH.
Marin-Garcia™ encontro resultados simiares a los nuestros, sin embargo. en su serie 1a

defictencia de NADH fue mas trecuente que la de COX Es intersante senalar que la

actividad de los complejos | y Il (NADHCCR) no se modifica con la edad como lo hace la

actividad de! complejo IV (COX) Ya que la actividad de citrato sintetasa se mantiene

constante a lo largo de la vida, diversos estudios consideran que es el unico discrnminador,

con significancia estadistca para diagnosticar defectos en la cadena respiratoria y la

fosforilacion oxidativa™. En nuestros pacientes, los valores promedio de la actividad de




citrato sintetasa no mostraron diferencias estadisticamente significativas, entre los
mitocondriopatas confirmados y |os otros dos grupos (sospechosos y descartados),

probablemente porque la muestra de! presente estudio aun es pequena.

En un futuro incluiremos en nuestro estudio, técnicas para detectar otras enzimas

importantes del metabolismo energético correspondientes at complejo PDHC y PC.

A todos tos pacientes de nuestra sene se les realizo l1a réplica tipo Southern en sangre y
muscuto para detectar posibles abtaciones y/o duplicaciones det DNAmt. Solo a dos se les
buscaron poar PCR las mutaciones puntuales mas frecuentes de MERRF y MELAS
respectivamente Con estas tecnicas fueron identificados en toda nuestra poblacion (N=33)
sélo tres mutaciones del DNAmMt  Aun debemos explorar en los dos pacientes sospechosos,

la posibiidad de otras mutaciones puntuales, menos frecuentes, que también provocan

MERFF y MELAS®

Aungue el musculo esquelético ha sido el tejido de eleccion en la mayoria de los estudios
sobre citopatias mitocondrales, publicaciones recientes recomiendan el estudio de mayor
numero de tejidos posibles, en especial aquellos clinicamente mas afectado para aumentar
la sensiblidad diagndstica antes de descartar una mitocondriopatia®. Esto no siempre es
posible debido a las iimitaciones bioldgicas y técnicas de ciertos tejidos como la retina, el
nervio optico, el musculo liso etc. Actualmente se han propuesto nuevas pruebas
diagnosticas, aun sofisticadas, que incluyen estudios polarograficos y espectrofotomeétricos
con tejidos en fresco y congelados en nitrégeno liquido respectivamente, Que requieren muy
poca cantidad de muasculo (10-100 mgs)*®. Estas y otras nuevas pruebas seran

prometedoras especialmente en el estudio de lactantes y ninos pequefios.
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El espectro de !as citopatias mitocondriales en la nifez es cada vez mayor, por lo que el
diagnostico inicia!l depende de una alta sospecha clinica, apoyada en estudios bioquimicos
y morfologicos seleccionados en forma apropiada‘? Con ello se pretende, por un lado
aprovechar al maximo los tejidos que se sometan a estudio, y por otro lado optimizar los

recursos diagosticos mas sofisticados.
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IX. ANEXO

Flujograma que resume !a serie de fases por las que se sugiere debe evaluarse un paciente
con sosepcha de enfermedad mitocondrial, propuesta por diversos autores 40424645
la primera fase, es donde [a brecha anionica podria ser una herramienta diagndstica, la cual

en un futuro someteremos a un analsis apropiado.

FLUJOGRAMA PARA EL ESTUDIO DE PACIENTES CON SOSPECHA DE
CITOPATIA MITOCONDRIAL

PRIMERA FASE
Se puede llevar a cabo en centros hospitalarios de segundo nivel de atencién meédica
1.- Para evidenciar alteraciones, incluso subclinicas de aparatos y sistemas de la economia
se recomienda realizar
= Biometria hematica completa
" Pruebas de funcionamiento renal (examen general de orina, depuracion de creatinina,
determinacion de los indices de fraccion excretada de sodio y de potasio, gasometria
venosa)
Pruebas de funcionamientc hepatico (amonio, transaminasas, bilimubinas, albimina y
globulina, tiempo de protrombina) :
* Pruebas tiroideas (TSH, 73, T4 y gamagrama tiroideo y edad dsea por éyos X).
* Valoracion cardiologica (rayos X de térax y electrocardiograma).

2. - Para apoyar compromisc muscular.
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* Determinacion sérica de ta enzima creatinfosfoquinasa
3.~ Para detectar compromiso cortico - subcortical cerebral
* Electroencefatograma
* Tomografia axial computanzada de craneo, sunple y contrastada.
4 - Para apoyar sospacha de elevacion indirecta de lactato corporal
* Calculo de ia brecha amomeca (Na + K) - (C1 + HCO,) En ausencia de fiebre, crisis

convulsivas, intoxicacion por salicilatos. infeccion, trauma o cirugia

SEGUNDA FASE
Se llevan a cabo &n centros hospitalarnos de tercer nivel de atencidon meéedica
1 - Neuroimagen para detectar lesicnes encefalicas caracteristicas
* Imagen por resonancia magnetica nuclear con espectroscopia de los sitios alterados.
* SPECT cerebral con entasis ¢n talamos
2 - Estudios neurcfisiclogicos para dehmitar alteraciones del SNC y penferico:
* Potenciales evocados muitimodales (auditivos de tallo, visuales y somatosensoriales)
* Electromretinograma
“ Etectronmografia y veloaiaadt de conduccion motora y sensitiva
3 - Biopsia de musculo 1 ¢ » 5 5cmis
* El tepdoe muscular se debe ragmentar en por o menos 4 partes para los diferentes
estudios
* Microscopia de luz. tncromico de Gomori. microscopia electronica
¢ Es mportante congetar inmediatamente por 1o menos 2 fragmentos de tejido fresco en

nitrogeno liquido o hielo seco y conservario a menos 70 grados, para poder determinar

TESS COM
S - ~ | vALLA DE ORIGEN




ia actividad enzimatica de la cadena respiratoria y los estudios de genética molecular.

TERCERA FASE

Se lteva a cabo en instituciones de investigacion (UNAM, IMSS, INP)

1.- Para evidenciar alteraciones del metabolismo intermediarnio:;

Determinacion de acidos orgamices por cromatografia de gases acopiada a
espectroscopia de masas en onna

¢ Determinacion de anunoacidos serncos por HPLC
Detemminacion de acit canutinas sencas

Determinacion de actividad enzimatca de la piruvato deshidrogenasa

2 - Histoquimica de! tepde muscutar

* Tinciones inmunohistoguimicas para SDH, NADH y COX

* Actividad enzimatica de la cadena respiratona (complejos | - (V)

° Actividad de la enzima citrato sintetasa

* Cultivo de fibroblastos para determunar ATPasa

Genetica molecular ael musculo y leucocitos para detectar mutaciones del
genoma miocondnal

“ Replica tipo Southern para detectar ablaciones

° PCR para detectar mutaciones puntuales.
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