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INTRODUCCION

Las citopatias mitocondriales son un grupo poco comun de enfermedades
multisistémicas en las que existe evidencia bioquimica, histopatoldgica y/o genética
de disfuncién mitocondrial (). Estas enfermedades se manifiestan como sindromes
clinicos muy bien definidos y son causadas por defectos moleculares en el DNA
mitocondrial (DNAmt) que pueden variar desde mutaciones puntuales a rearreglos
génicos mayores como duplicaciones o deleciones. ) Los tejidos con gran demanda
metabolica de energia oxidativa, tales como el musculo y el cerebro son
particularmente susceptibles a las mutaciones del DNAmt A pesar de que las
enfermedades relacionadas al DNAmt pueden ser diferenciadas con base en sus
caracteristicas clinicas, la mayoria de ella comparte las manifestaciones de acidosis
lactica y proliferacion masiva de mitocondrias en el musculo, que origina un patron
histopatoldgico tipico de fibras rojas-rasgadas®. Las manifestaciones clinicas inician
generalmente en la infancia y pueden incluir acidosis lactica, anemia, miopatia,
anormalidades neuroldgicas, alteraciones endocrinas, enfermedades renales, sordera
neurosensorial, distrofia retiniana atipica, y defectos en el sistema de conduccion
cardiaca, siendo estos ultimos la principal causa de muerte prematura.

Las tres principales enfermedades asociadas a deleciones del DNAmt son el
sindrome de Pearson, la oftalmoplejia externa progresiva crénica y el sindrome de
Kearns-Sayre (SKS) ™. El SKS es un desorden pleiotrépico, descrito por primera vez
en 1958 y que se caracteriza principalmente por oftalmoplejia externa progresiva

cronica, retinopatia pigmentaria, bloqueo cardiaco y ataxia cerebelosa ®),



La edad usual para su inicio es antes de los 20 afios de edad y los sujetos
afectados frecuentemente presentan datos clinicos asociados como sordera y alta
concentracion de proteinas en el liquido cefalorraquideo . Los sintomas endocrinos
tales como diabetes, hiperaldosteronismo y amenorrea son también comunes.

Las deleciones en el DNAmt asociadas al SKS son variables y fluctuan desde 1.3
hasta 8 kilobases (kb) con distintas cantidades de DNAmt deletado presente en
diferentes tejidos, lo que correlaciona con la naturaleza multisistémica del sindrome -
9. El rearreglo mas frecuente observado en el DNAmt de pacientes con SKS es la
“delecién comun” de 4977pb (dDNAmt**’"), localizada entre los nucleétidos 8482 y
13640"'Y del DNAmt y que se encuentra en aproximadamente 50% de los sujetos
afectados "% Ademas de las deleciones del DNAmt mencionadas, se han identificado
también mutaciones puntuales en algunos pacientes de SKS (°).

Existen pocos reportes en la literatura que describan una investigacion oftalmoldgica
completa de pacientes con SKS asi como analisis molecular del DNAmt. En este
trabajo se reportan los resultados de una evaluacion oftalmoldgica completa asi como
el analisis del DNAmt en una paciente Mexicana con el diagndstico de SKS con una

técnica de PCR que permite identificar la delecion comun en el DNAmt de los

pacientes con SKS tanto en estado de heteroplasmia como de heteroplasmia.



ABSTRACT

Objective: To describe the clinical data and the results of molecular analyses of the
Mitochondrial DNA in a patient with complete Kearns-Sayre Syndrome.

Methods: A female patient aged 15-years with severe ptosis and restricted ocular
motility. Molecular analyses of mitochondrial DNA from the patient included PCR
amplification of a region where the common Kearns- Sayre deletion is located and
Genotype-Phenotype correlations are discussed.

Results: The affected patient showed ptosis, progressive external ophthalmoplegia,
pigmentary changes in peripheral retina and right bundle block. Molecular analysis
disclosed a ~5kb deletion in mitochondrial DNA and some wild type mtDNa indicating
heteroplasmy.

Conclusions: Molecular analysis of mitochondrial DNA confirmed the clinical
diagnosis of Kearns-Sayre syndrome. PCR is a fast method to identify the common
4997 bp deletion in Kearns-Sayre syndrome, in this cases PCR diagnosis could avoid
invasive methods such as muscular biopsy or spinal tap.

RESUMEN

Objetivo: El sindrome de Kearns-Sayre (SKS) es un desorden neuromuscular
causada por defectos genéticos en el DNA mitocondrial siendo deleciones de tamaro
variable la alteracion mas comun. Se describen las caracteristicas clinicas y los
resultados del analisis molecular del DNA mitocondrial en una paciente Mexicana con
Sindrome de Kearns-Sayre..

Métodos: Examen Oftalmoldgico completo caracterizacidn fenotipica del Sindrome
de Kearns-Sayrey analisis del DNA mitocondrial por reaccién en cadena de
Polimerasa (PCR). Se discuten correlaciones Genotipo-Fenotipo.

Resultados: La paciente afectada mostré Ptosis, oftalmoplegia progresiva externa
cambios pigmentarios en retina periférica y bloqueo de rama derecha del has de His.
Los analisis moleculares arrojaron una delecion de ~5 kb en el DNA mitocondrial
ademas de trazas de DNA sin alteraciones indicando heteroplasmia

Conclusiones: El analisis molecular del DNA mitocondrial confirmé el diagnostico
clinico de sindrome de Kearns- Sayre. La utilizacion de PCR, como se describe en
este trabajo, es un método rapido y econdémico para el diagndstico de la delecion
comun de 4977 pb en el sindrome de Kearns-Sayre. En estos casos, el diagnostico
por PCR evitaria procedimientos diagndsticos invasivos y traumaticos como biopsia
muscular o puncion lumbar.

Palabras Clave: Sindrome de Kearns-Sayre; estrabismo; oftalmoplejia; DNA
mitocondrial; heteroplasmia.

Key Words: Kearns-Sayre syndrome; strabismus; ophthalmoplegia; mitochondrial
DNA; heteroplasmy



Sujetos, Material y Métodos

Un paciente femenino de 15 afios de edad fue referido a nuestro hospital
debido a ptosis y limitacién a los movimientos oculares bilaterales de 2 afios de
evolucion. La paciente no contaba con antecedentes de diabetes, hipertension o
trauma y no se encontraron antecedentes familiares de ptosis, miopatias o
enfermedades hereditarias. A la exploracion oftalmoldgica, la agudeza visual en el ojo
derecho de 20/40(.)20/20 y en el izquierdo de 20/25(.)20/25; las presiones
intraoculares fueron de 11 mmHg (OD)y 12 mmHg (OIl). La exploracion de
movimientos oculares mostré marcada limitacion en todas las direcciones de la
mirada para ambos ojos, con una exotropia de 15 dioptrias prismaticas (Figura 1). La
apertura palpebral fue de 7.0 mm en ambos ojos, con funcion muy disminuida del
elevador en ambos ojos (5.0 mm) y reflejo pupila margen de 1.0 mm en ambos ojos.
El diametro pupilar se encontré dentro de rango normal y el reflejo pupilar se hallo
intacto. No se encontraron alteraciones en el segmento anterior de ambos ojos. La
exploracion bajo dilatacion pupilar del fondo de ojo reveldé multiples cambios
pigmentarios con un patron en “sal y pimienta” en el ecuador y la periferia retiniana de
ambos ojos (figura 2).La angiografia con fluoresceina mostr6 atrofia moderada del
epitelio pigmentado de la retina (figura 3), mientras que la electroretinografia
evidencio disminucidn del umbral a respuesta de estimulos luminosos, previa
dilatacion y adaptacién a la oscuridad. La electromiografia cinetoldégica demostro
afeccién de todos los musculos extraoculares, del musculo frontal y de musculos
faringeos. A la electrocardiografia de 12 derivaciones se encontré bloqueo incompleto

de rama derecha del haz de His.



El analisis citologico y quimico del liquido cefalorraquideo obtenido por puncién
lumbar mostro niveles elevados de proteinas (124mg/dl). Se integré un diagndstico
clinico de Sindrome de Kearns- Sayre y la paciente fue referida al departamento de
Genética para diagnostico.

Estudios Moleculares del DNA mitocondrial: La investigacion se realizd previa
autorizacion por el comité de Bioética de la Institucion y firma de consentimiento
informado por los padres de la paciente. Se tomé a la propdsita una muestra de 8 ml
de sangre periférica a partir de la que se obtuvo un concentrado plaquetario del que
se aislo el DNAmt con la ayuda del QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se amplific6c DNAmt por medio de PCR
utilizando los cebadores MT-1 y MT-2 (indicados en la Tabla 1), tomados de Brenner
et al ™). MT-1 flanquea la regién del DNAmt de la “delecién comun” del SKS en la
direccion 5’, mientras que MT-4 flanquea el sitio de la delecién en sentido 3'. Este par
de cebadores amplifica un producto de ~5kb: si la “delecibn comun” de 4977pb del
SKS, esta presente, el producto de PCR obtenido sera de 550 pb; en caso de que la
delecion esté ausente, el producto esperado de ~5kb sera amplificado; el DNAmt
heteroplasmico mostrara ambas bandas. Cada 25ul de reaccion de PCR incluyeron
150ngs de DNAmt, MgCl, a una concentracion final de 1.5mM, 200uM de cada dNTP,
1.0 yM de cada cebador, y 1.25 U de HotStart Taq polimerasa (Quiagen). Los
cebadores MT-1 y MT-4 fueron utilizados y el programa de temperaturas incluyé un
ciclo inicial de desnaturalizacidén a 95°C por 15minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C por un minuto, alineamiento a 65.2°C por un minuto y extensiéon a 72°C por 3

minutos; con un ciclo de extension final a 72°C por 10 minutos.



Se utilizé un Marcador standard de DNA de 100 pb para confirmar el tamafo de los
productos amplificados. Para descartar la posibilidad de contaminacion causada por
la amplificacion mediante PCR, en cada reaccion de PCR se incluyo un tubo en el
cual el templado de DNA fue omitido y substituido por H2O el cual sirvi6 como control

negativo.



Resultados

La Amplificacion mediante PCR del DNAmt de la paciente con SKS mostro la
presencia de dos productos: una banda de 550pb que indica la presencia de la
“delecion comun” de ~5 kb y una banda de DNAmt silvestre. (Figura 4, linea 3), lo
cual demuestra la presencia de mitocondrias con DNA normal y otras con DNA con la
delecién (heteroplasmia); en contraste, la amplificacion por PCR en el DNAmt de un
sujeto normal evidencié solo una banda de 5 kb excluyendo la presencia de delecion
(figura 4, linea 2). Estos resultados fueron consistentes después de 3 amplificaciones
independientes de DNAmt de la paciente y control positivo. En ningun caso, el control
negativo produjo amplificacion del DNAmt, excluyendo amplificacion debida a

contaminacion por DNA.

DISCUSION

El SKS es una enfermedad neuromuscular poco frecuente caracterizada por un inicio
antes de los 20 afios de edad, oftalmoplejia externa progresiva cronica, y
degeneracion pigmentaria de la retina. Otros hallazgos frecuentes en los individuos
afectados incluyen defectos en el sistema de conduccion cardiaca, ataxia cerebelosa

y concentracion elevada de proteinas en liquido cefalorraquideo (> 100mg/dl).

Los pacientes con SKS presentan ptosis bilateral como uno de los primeros signos de
la enfermedad seguida por oftalmoplejia externa progresiva crénica algunos afios
después. En nuestro caso tanto las lateroversiones como la supra e infraversion se
encontraron afectadas, indicando una forma severa de la enfermedad; los defectos
en el sistema de conduccion cardiaca son comunes en el sindrome ( se presentan en

57% de los pacientes) y en nuestro caso se documentd electrocardiograficamente



solo un bloqueo incompleto leve; estos datos nos indican que existe heterogeneidad
fenotipica en el SKS, un hecho que puede generar retos y dificultades en el
diagndstico de este sindrome en algunos pacientes. En este contexto es interesante
destacar que la “delecion comun” del SKS en el DNAmt se encuentra fuertemente

@15 Nuestro caso

relacionada con las alteraciones de conduccion cardiaca
demuestra y confirma esta correlacion. El seguimiento cardiovascular esta indicado
en todo paciente con SKS, para asi identificar y tratar tempranamente las
alteraciones y complicaciones graves de aparicion tardia.

En el SKS, asi como en otros desordenes relacionados con DNAmt, puede
encontrarse heteroplasmia, una mezcla de DNAmt mutante con silvestre en la misma
célula o tejido. La relacion de DNA mutante con DNA silvestre es de suma
importancia para determinar la severidad del fenotipo en un desorden mitocondrial. La
ausencia de Ataxia cerebelosa y sordera neurosensorial en nuestro paciente pudiera
estar relacionada a este fendmeno. Por otro lado, la biopsia de musculo estriado es

uno de lo métodos usuales para el diagndstico histopatolégico de SKS, siendo las

fibras rojas-rasgadas el hallazgo caracteristico en el musculo afectado.

Sin embargo, el desarrollo de procedimientos diagndsticos no invasivos como lo la
demostracién de la “delecion comun” de SKS por medio de PCR, puede evitar la
necesidad de toma de biopsias, facilitando el abordaje de los pacientes con sospecha
de SKS. La PCR es una util alternativa para los casos en los que el paciente rechaza
la biopsia muscular como método diagndstico.

Los métodos por PCR para detectar la “delecion comun” de SKS estan basados en el
hecho de que si la delecidn esta ausente el fragmento de 5kb no sera visualizado por

su gran tamafo para amplificacidn; contrariamente, si la delecion esta presente, el



pequefio fragmento remanente de DNAmt, sera facilemente amplificado y detectado
(1913 Una clara desventaja de este abordaje es la imposibilidadidad de detectar
heteroplasmia. En el método descrito en este trabajo fue posible amplificar el
pequefio fragmento indicativo de la “delecion comun” de SKS asi como el fragmento
de ~5kb de DNAmt silvestre, demostrando asi la presencia de mitocondrias

heteroplasmicas. Similarmente, este método podria detectar homoplasmia para

DNAmt mutante o normal del tejido investigado.
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ARTICULO ORIGINAL

DETECCION DE DELECIONES EN DNA MITOCONDRIAL
HETEROPLASMICO POR MEDIO DE PCR
EN EL SINDROME DE KEARNS-SAYRE

PCR-BASED DETECTION OF HETEROPLASMIC DELETED
MITOCHONDRIAL DNA IN KEARNS-SAYRE SYNDROME

RAMIREZ-MIRANDA A!, NAVAS-PEREZ A2, GURRIA-QUINTANA L2, VARGAS-ORTEGA J2,
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RESUMEN

Objetivo: El sindrome de Kearns-Sayre (SKS) es
un trastorno neuromuscular causado por defectos
genéticos en el DNA mitocondrial siendo delecio-
nes de tamafo variable la alteracion mas comtn. Se
describen las caracteristicas clinicas y los resulta-
dos del andlisis molecular del DNA mitocondrial en
una paciente Mexicana con Sindrome de Kearns-
Sayre.

Métodos: Examen oftalmolégico completo, carac-
terizacion fenotipica del Sindrome de Kearns-Sayre
y andlisis del DNA mitocondrial mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Se discuten
correlaciones genotipo-fenotipo.

Resultados: La paciente afectada mostré ptosis,
oftalmoplejia progresiva externa cambios pigmen-
tarios en retina periférica y bloqueo de rama dere-
cha del haz de His. Los andlisis moleculares revela-
ron una delecién de ~5 kb en el DNA mitocondrial
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ABSTRACT

Objective: To describe the clinical data and the
results of molecular analyses of the mitochondrial
DNA in a patient with Kearns-Sayre Syndrome.
Methods: Molecular analyses of mitochondrial
DNA from the patient included PCR amplification
of a region where the common Kearns- Sayre dele-
tion is located and Genotype-Phenotype correla-
tions are discussed.

Results: The affected patient showed ptosis, pro-
gressive external ophthalmoplegia, pigmentary
changes in the peripheral retina and right bundle
block. Molecular analysis disclosed a ~5kb deletion
in the mitochondrial DNA and some wild type mtD-
NA indicating heteroplasmy.

Conclusions: Molecular analysis of mitochondrial
DNA confirmed the clinical diagnosis of Kearns-
Sayre syndrome. PCR provides a rapid method to
identify the common 4997 bp deletion in Kearns-
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ademds de trazas de DNA sin alteraciones indican-
do heteroplasmia.

Conclusiones: El anilisis molecular del DNA
mitocondrial confirmé el diagnostico clinico de sin-
drome de Kearns-Sayre. La utilizacion de PCR,
como se describe en este trabajo, es un método rapi-
do y econémico para el diagndstico de la delecion
comun de 4977 pb en el sindrome de Kearns-Sayre.
En estos casos, el diagnéstico por PCR evitaria pro-
cedimientos diagndsticos invasivos y traumdaticos
como biopsia muscular o puncién lumbar.

Palabras Clave: Sindrome de Kearns-Sayre; estra-
bismo; oftalmoplejia; DNA mitocondrial; hetero-
plasmia.

Sayre syndrome. In such cases, PCR diagnosis
could avoid invasive methods such as muscle
biopsy or spinal tap (Arch Soc Esp Oftalmol 2008;
83: 155-160).

Key words: Kearns-Sayre syndrome, strabismus,
ophthalmoplegia, mitochondrial DNA, hetero-
plasmy.

INTRODUCCION

Las citopatias mitocondriales son un grupo poco
comun de enfermedades multisistémicas en las que
existe evidencia bioquimica, histopatolégica y/o
genética de disfuncién mitocondrial (1). Estas
enfermedades se manifiestan como sindromes cli-
nicos muy bien definidos y son causadas por defec-
tos moleculares en el DNA mitocondrial (mtDNA)
que pueden variar desde mutaciones puntuales a
rearreglos génicos mayores como duplicaciones o
deleciones (2). Los tejidos con gran demanda
metabdlica de energia oxidativa, tales como el
miusculo y el cerebro son particularmente suscepti-
bles a las mutaciones del mtDNA a pesar de que las
enfermedades relacionadas al mtDNA pueden ser
diferenciadas en base a sus caracteristicas clinicas,
la mayoria de ellas comparten las manifestaciones
de acidosis l4ctica y proliferacién masiva de mito-
condrias en el musculo, que origina un patrén his-
topatoldgico tipico de fibras rojas-rasgadas (3). Las
manifestaciones clinicas se inician generalmente
en la infancia y pueden incluir acidosis l4ctica,
anemia, miopatia, anormalidades neuroldgicas,
alteraciones endocrinas, enfermedades renales,
sordera neurosensorial, distrofia retiniana atipica, y
defectos en el sistema de conduccion cardiaca,
siendo estos ultimos la principal causa de muerte
prematura.

Las tres principales enfermedades asociadas a
deleciones del mtDNA son el sindrome de Pearson,
la oftalmoplejia externa progresiva crénica y el sin-
drome de Kearns-Sayre (SKS, OMIM #530000)

(4). El SKS es un trastorno pleiotropico, descrito
por primera vez en 1958 y que se caracteriza prin-
cipalmente por oftalmoplejia externa progresiva
crénica, retinopatia pigmentaria, bloqueo cardiaco
y ataxia cerebelosa (5).

La edad usual para su inicio es antes de los 20
anos de edad y los sujetos afectados frecuentemen-
te presentan datos clinicos asociados como sordera
y alta concentracién de proteinas en el liquido cefa-
lorraquideo (6). Son también comunes sintomas
endocrinos tales como diabetes, hiperaldosteronis-
mo y amenorrea.

Las deleciones en el mtDNA asociadas al SKS
son variables y fluctdan desde 1,3 hasta 8 kilobases
(kb) con distintas cantidades de mtDNA deleciona-
do presentes en diferentes tejidos, lo que se correla-
ciona con la naturaleza multisistémica del sindrome
(7-9). El rearreglo mas frecuente observado en el
mtDNA de pacientes con SKS es la «delecion
comin» de 4977pb (mtDNA*Y77), localizada entre
los nucleétidos 8482 y 13640 (10) del mtDNA y
que se encuentra en aproximadamente 50% de los
sujetos afectados (10). Ademads de las deleciones
del mtDNA mencionadas, se han identificado tam-
bién mutaciones puntuales en algunos pacientes de
SKS (6).

Existen pocas publicaciones que describan una
investigacion oftalmoldgica completa de pacientes
con SKS asi como andlisis molecular del mtDNA.
En este trabajo se presentan los resultados de una
evaluacion oftalmolégica completa asi como el ana-
lisis del mtDNA en una paciente mexicana con
diagnédstico de SKS mediante técnica de PCR que
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Deteccion por PCR de sindrome de Kearns-Sayre

Fig. 1: Ptosis bilateral y oftalmoplejia en una paciente
de 15 arios de edad con el diagndstico de Sindrome de
Kearns-Sayre.

permite identificar la delecién comin en el mtDNA
de los pacientes con SKS tanto en estado de hetero-
plasmia como de homoplasmia.

SUJETOS, MATERIAL
Y METODOS

Una paciente de 15 afios de edad fue referida a
nuestro hospital debido a ptosis y limitacion a los
movimientos oculares bilaterales de 2 afios de evo-
lucién. La paciente no contaba con antecedentes de
diabetes, hipertension o trauma, contaba con el
antecedente ginecoldgico de menarquia a los 13
afios con ciclos regulares y no se encontraron ante-
cedentes familiares de ptosis, miopatias o enferme-
dades hereditarias. A la exploracién fisica la estatu-
ra de la paciente fue de 160 cm, y la exploracién
neurolégica no mostraba evidencia de distrofia
muscular, ataxia, o sordera. A la exploracién oftal-
moldgica, la agudeza visual en el ojo derecho (OD)
fue de 20/40 y en el izquierdo (OI) de 20/25; las
presiones intraoculares fueron de 11 mmHg (OD) y
12 mmHg (OI). La exploraciéon de movimientos
oculares mostré marcada limitaciéon en todas las
direcciones de la mirada para ambos ojos, con una
exotropia de 15 dioptrias prisméticas (fig. 1). La
apertura palpebral era de 7 mm en ambos 0jos, con
funcién muy disminuida del elevador en ambos ojos
(5 mm) y reflejo pupila margen de 1 mm en ambos
ojos. El didmetro pupilar se encontraba dentro del
rango normal y los reflejos pupilares se hallaban
intactos. No se encontraron alteraciones en el seg-

Fig. 2: Apariencia del polo posterior mostrando cam-
bios pigmentarios y palidez de cabeza de nervio optico.

(]
2

Fig. 3: Angiografia con fluoresceina mostrando atrofia
difusa del epitelio pigmentado de la retina.

mento anterior de ambos ojos. La exploracién bajo
dilatacién pupilar del fondo de ojo revelé multiples
cambios pigmentarios con un patrén en «sal y
pimienta» en el ecuador y la periferia retiniana de
ambos ojos (fig. 2). La angiografia con fluoresceina
mostro atrofia moderada del epitelio pigmentado de
la retina (fig. 3), mientras que la electroretinografia
evidencié disminucién del umbral a respuesta de
estimulos luminosos, previa dilatacién y adaptacién
a la oscuridad. La electromiografia cinetolégica
demostré afeccion de todos los musculos extraocu-
lares, del musculo frontal y de musculos faringeos.
En la electrocardiografia de 12 derivaciones se
encontré bloqueo incompleto de rama derecha del
haz de His.

El andlisis citolégico y quimico del liquido cefa-
lorraquideo obtenido por puncién lumbar mostrd
niveles elevados de proteinas (124 mg/dl). La
paciente fue diagnosticada clinicamente de Sindro-
me de Kearns-Sayre y fue referida al departamento
de Genética.

Estudios Moleculares del DNA mitocondrial: La
investigacion se realizé previa autorizacién por el
comité de Bioética de la Institucién y firma de
consentimiento informado por los padres de la
paciente. A partir de una muestra de 8 ml de san-
gre periférica se obtuvo un concentrado plaqueta-
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Tabla I. Secuencia de los cebadores utilizados
en el estudio de la delecion de mtDNA.
Los niimeros entre paréntesis indican la posicion
del nucleétido

MT-1 (8468) 5°- CTT TGA AGT AGG GCC CGT ATT TAC -3~
MT-4 (13707) 5°- CTG CGA ATA GGC TTC CGG CTG CC -3~

rio del que se aisl6 el mtDNA con la ayuda del
QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alema-
nia), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
amplificé el mtDNA por medio de PCR utilizando
los cebadores MT-1 y MT-4 (indicados en la tabla
I), tomados de Brenner et al (13). MT-1 flanquea
la region del mtDNA de la «delecién comiin» del
SKS en la direccién 5°, mientras que MT-4 flan-
quea el sitio de la delecién en sentido 3°. Este par
de cebadores amplifica un producto de ~5kb: si la
«delecién comun» de 4977pb del SKS, estd pre-
sente, el producto de PCR obtenido serd de 550
pb; en caso de que la delecion esté ausente, el pro-
ducto esperado de ~5kb serd amplificado; el mtD-
NA heteropldsmico mostrard ambas bandas. Cada
25 ul de reaccién de PCR incluyeron 150 ngs de
mtDNA, MgCl, a una concentracién final de
1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 1 uM de cada
cebador, y 1,25 U de HotStart 7aq polimerasa
(Quiagen). Los cebadores MT-1 y MT-4 fueron
utilizados y el programa de temperaturas incluy6
un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95°C por 15
minutos, 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por
un minuto, alineamiento a 65,2°C por minuto y

ilu A
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Fig. 4: Productos amplificados de mtDNA por medio de
PCR. Linea 2: DNA control mostrando una banda de
alto peso molecular correspondiente a mtDNA normal
de ~5 kb; linea 3: DNA de la paciente mostrando una
banda de 550 pb indicativa de la delecion comiin y una
banda menos intensa de ~5 kb correspondiente al mtD-
NA silvestre, demostrando heteroplasmia mitocondrial.

extension a 72°C por 3 minutos; con un ciclo de
extension final a 72°C por 10 minutos.

Se utiliz6 un marcador estindar de DNA de
100 pb para confirmar el tamafio de los productos
amplificados. Para descartar la posibilidad de con-
taminacién causada por la amplificacion mediante
PCR, en cada reaccion de PCR se incluy6 un tubo
en el cual el templado de DNA fue omitido y susti-
tuido por H,O el cual sirvié como control negativo.

RESULTADOS

La Amplificaciéon mediante PCR del mtDNA de
la paciente con SKS mostré la presencia de dos pro-
ductos: una banda de 550 pb que indica la presencia
de la «delecién comtn» de ~5 kb y una banda de
mtDNA silvestre (fig. 4, linea 3), lo cual demuestra
la presencia de mitocondrias con DNA normal y
otras con DNA con la delecién (heteroplasmia); en
contraste, la amplificacién por PCR en el mtDNA
de un sujeto normal evidencié solo una banda de
5 kb excluyendo la presencia de delecion (fig. 4,
linea 2). Estos resultados fueron consistentes des-
pués de 3 amplificaciones independientes de mtD-
NA de la paciente y control positivo. En ningtn
caso, el control negativo produjo amplificacién del
mtDNA, excluyendo amplificacién debida a conta-
minacién por DNA.

DISCUSION

El SKS es una enfermedad neuromuscular poco
frecuente caracterizada por un inicio antes de los 20
afios de edad, oftalmoplejia externa progresiva cré-
nica, y degeneracioén pigmentaria de la retina. Otros
hallazgos frecuentes en los individuos afectados
incluyen defectos en el sistema de conduccién car-
diaca, ataxia cerebelosa y concentracion elevada de
proteinas en liquido cefalorraquideo (>100 mg/dl).

Los pacientes con SKS presentan ptosis bilateral
como uno de los primeros signos de la enfermedad
seguida por oftalmoplejia externa progresiva croni-
ca algunos afios después. En nuestro caso tanto las
lateroversiones como la supra e infraversion se
encontraron afectadas, indicando una forma severa
de la enfermedad; los defectos en el sistema de con-
duccion cardiaca son comunes en el sindrome (se
presentan en 57% de los pacientes) y en nuestro
caso se documentd electrocardiograficamente solo
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un bloqueo incompleto leve; estos datos nos indican
que existe heterogeneidad fenotipica en el SKS, un
hecho que puede generar retos y dificultades en el
diagnéstico de este sindrome en algunos pacientes.
En este contexto es interesante destacar que la
«deleciéon comun» del SKS en el mtDNA se
encuentra fuertemente relacionada con las altera-
ciones de conduccidn cardiaca (8,15). Nuestro caso
demuestra y confirma esta correlacion. El segui-
miento cardiovascular estd indicado en todo pacien-
te con SKS, para asf identificar y tratar temprana-
mente las alteraciones y complicaciones graves de
aparicion tardia.

En el SKS, asi como en otros trastornos relacio-
nados con el mtDNA, puede encontrarse hetero-
plasmia, una mezcla de mtDNA mutante con sil-
vestre en la misma célula o tejido. La relacion de
DNA mutante con DNA silvestre es de suma
importancia para determinar la severidad del feno-
tipo en un desorden mitocondrial. La ausencia de
ataxia cerebelosa y sordera neurosensorial en
nuestra paciente podria deberse a este fendémeno.
Por otro lado, la biopsia de musculo estriado es
uno de lo métodos usuales para el diagndstico his-
topatolégico de SKS, siendo las fibras rojas-rasga-
das el hallazgo caracteristico en el musculo afec-
tado.

Sin embargo, el desarrollo de procedimientos
diagndsticos no invasivos como la demostracién de
la «delecién comuin» de SKS por medio de PCR,
puede evitar la necesidad de toma de biopsias, faci-
litando el abordaje de los pacientes con sospecha de
SKS. La PCR es una ttil alternativa para los casos
en los que el paciente rechaza la biopsia muscular
como método diagndstico.

Los métodos por PCR para detectar la «delecion
comun» de SKS estan basados en el hecho de que si
la delecion estd ausente el fragmento de 5 kb no
serd visualizado por su gran tamafio para amplifica-
cidén; contrariamente, si la delecién esta presente, el
pequeiio fragmento remanente de mtDNA, serd
facilmente amplificado y detectado (10,13). Una
clara desventaja de este abordaje es la imposibili-
dad de detectar heteroplasmia. En el método descri-
to en este trabajo fue posible amplificar el pequefio
fragmento indicativo de la «delecién comiin» de
SKS asi como el fragmento de ~5 kb de mtDNA sil-
vestre, demostrando asi la presencia de mitocon-
drias heteropldsmicas. Similarmente, este método
podria detectar homoplasmia para mtDNA mutante
o normal del tejido investigado.
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