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ADP: adenosin difosfato

ATP: adenosin trifosfato

CoQ: ubiquinona/coenzima Q10

CPEO: oftalmoplejia externa crénica progresiva

ddNTP: didesoxinucledtidos trifosfato

DNA: acido desoxirribonucleico

dNTP: desoxinucledtido trifosfato

FADH./FAD": flavina adenina dinucleétido

KSS: sindrome de Kearns-Sayre

LHON: neuropatia 6ptica hereditaria de Leber

MELAS: acidosis lactica y episodios similares a accidentes cerebrovasculares
MERRF: Epilepsia mioclénica y fibras rojas irregulares
mtDNA: acido desoxirribonucleico mitocondrial
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TALENS: nucleasas efectoras similares a los activadores de transcripcion
tRNA: acido ribonucleico de transferencia

ZFN: endonucleasas con dedos de zinc



Resumen

Las enfermedades mitocondriales son un grupo de trastornos que pueden ser causados
tanto por mutaciones en el DNA nuclear, como en el mtDNA. Diversas mutaciones que
afectan al mtDNA se han relacionado con la hipoacusia no sindrémica, una discapacidad
que se caracteriza por la pérdida de la audicién. Las mutaciones A1555G y G7444A son las
que mas destacan al asociarse con mayor susceptibilidad a desarrollar este fenotipo por el
consumo de antibiéticos aminoglucosidos.

Sin embargo, a pesar de los avances en la identificacion de estas y otras mutaciones en el
mtDNA, el diagnéstico molecular sigue siendo un desafio para este tipo de enfermedades.
En este contexto, en el presente estudio se emplea la secuenciacién del genoma
mitocondrial completo mediante la técnica Sanger en pacientes con presunta predisposicion
a desarrollar hipoacusia no sindromica.

Para ello, se contd con las muestras de 65 individuos, de los cuales, se seleccionaron dos
casos con homoplasmia para las mutaciones A1555G y G7444A previamente
caracterizadas mediante RFLPs. De este modo, la secuenciacion del genoma mitocondrial
permitié descartar la presencia de estas y otras mutaciones asociadas a la hipoacusia no
sindrémica, ademas de identificar variantes genéticas relevantes. Por lo tanto, este enfoque
demostré ser mas especifico y preciso, proporcionando un diagnéstico integral que puede
guiar a un manejo y enfoque terapéutico adecuado para cada paciente.



Introduccion.

Capitulo 1. Mitocondria

La mitocondria es un organelo que se localiza en el citoplasma celular. En dicho organelo
es donde se lleva a cabo la respiracion celular, mecanismo mediante el cual la célula puede
obtener energia. Esto como producto de la degradacion de moléculas del exterior, en
presencia de oxigeno para generar productos como CO,, agua y la energia que se
almacena en forma de adenosin trifosfato (ATP)(Curtis et al., 2021).

Las mitocondrias presentan una membrana externa y una membrana interna la cual se
caracteriza por tener crestas, lugar donde ocurren las reacciones quimicas de la
fosforilacion oxidativa y el ciclo de Krebs como parte de la respiracion celular (Fernandez,
2019). Adicionalmente, participa en la coordinacion de la glucosa, lipidos, aminoacidos y
metabolismo de nucleétidos, ademas de ser uno de los mayores productores de especies
reactivas de oxigeno (ROS)(Chen et al., 2023)

1.1 Fosforilacion oxidativa

El metabolismo comprende un conjunto de procesos que aprovecha carbohidratos, lipidos
y proteinas para obtener energia. Los productos generados a través de reacciones
quimicas en procesos anabdlicos y catabdlicos se utilizan en el ciclo de Krebs con el
propésito de generar sustratos que participan en la cadena de transporte de electrones,
permitiendo la realizacién de la fosforilacion oxidativa (Nolfi-Donegan et al., 2020).

La fosforilacién oxidativa es un proceso en el que se sintetiza ATP a través de una cadena
de transporte de electrones, compuesta por complejos enzimaticos incrustados en la
membrana interna de la mitocondria. Durante este proceso, se consume oxigeno a medida
que los electrones se transportan gradualmente a lo largo de estos complejos, donde
ocurren reacciones de oxidacion y reduccion. Paralelamente a la cadena de transporte de
electrones, se genera un gradiente electroquimico que bombea protones H+ al espacio
intermembrana para producir ATP (Pilar et al., 2014; van der Bliek et al., 2017). Conocer la
estructura y funcién de cada complejo proteico de la cadena de transporte de electrones,
es esencial para comprender como se produce el ATP.

La cadena de transporte de electrones, ademas de componerse de complejos proteicos
transmembrana, también posee transportadores como la ubiquinona (CoQ) y el citocromo
C, los cuales funcionan como puentes electronicos entre cada complejo. Los electrones
generados a partir de NADH y FADH> en el ciclo de Krebs se donan al complejo |, también
conocido como NADH ubiquinona oxidorreductasa, y al complejo Il (succinato
deshidrogenasa). Los electrones de NADH se transfieren a la CoQ a través del complejo |,
generando NAD™ a través de reacciones de oxidacién y reduccion, liberando la energia
necesaria para bombear protones H+ al espacio intermembrana de la mitocondria (Zhao et
al., 2019).

El complejo Il desempefia un papel fundamental tanto en el ciclo de Krebs como en la
cadena de transporte de electrones, ya que cataliza la conversion de succinato a fumarato.
Aunque, al igual que el complejo |, transporta electrones a la CoQ oxidando FADH, a FAD",



a diferencia del complejo |, no bombea protones a través de la membrana (Nolfi-Donegan
et al., 2020).

El complejo Ill, también conocido como oxidorreductasa CoQ-citocromo c, recibe los
electrones de la CoQ y los transporta hacia el citocromo ¢, que actua como portador de
electrones para luego transferirlos al complejo IV (citocromo oxidasa c). Este ultimo
transfiere los electrones al oxigeno (O2) y acepta protones H* para formar agua (Nolfi-
Donegan et al., 2020).

El transporte de electrones libera la energia necesaria para bombear protones (H*) desde
la matriz mitocondrial hacia el espacio intramembranoso. Este gradiente, mantenido a
través de la membrana mitocondrial interna, genera una energia potencial que se utiliza
para la produccién de ATP (Starr et al., 2018). Este potencial crea una fuerza protén-motriz
que se asocia con el complejo V, conocido como ATP sintasa. En conjunto con el gradiente
de electrones, este mecanismo da lugar al acoplamiento quimiosmoético, generando
cambios conformacionales en los dominios de la ATP sintasa, lo que permite la produccién
de ATP a partir de ADP y fosfato (Curtis et al., 2021; Nolfi-Donegan et al., 2020; Zhao et al.,
2019).

1.2 Genoma mitocondrial

A diferencia de otros organelos celulares, las mitocondrias contienen su propio material
genético. Si bien la mayoria de los componentes proteicos de las mitocondrias estan
codificados por el genoma nuclear, el genoma mitocondrial es un componente critico y
esencial en la codificaciéon de la maquinaria de la produccion de energia celular (Sharma &
Sampath, 2019).

El DNA mitocondrial (mtDNA), a diferencia de los cromosomas eucariotas, se encuentra
fuera del nucleo y presenta una organizacion y patron de herencia distintos (B. Pierce,
2015). Su estructura fisica se caracteriza por ser circular en la mayoria de los animales,
cerrada covalentemente y de tamano uniforme (Gray, 2018). En el citoplasma, las
mitocondrias se encuentran en multiples copias, cada una con su propio DNA (Jorde Lynn
et al., 2016).

EI mtDNA codifica numerosos componentes de la fosforilacion oxidativa, siendo crucial para
la produccién de ATP. Es responsable de la codificacion de 13 polipéptidos que forman las
subunidades de los complejos de la cadena transportadora de electrones. Sin embargo, la
mayoria de las proteinas mitocondriales se codifican en el genoma nuclear y se translocan
a través de sistemas de las membranas mitocondriales externa e interna. Ademas, el
mtDNA codifica dos RNA ribosémicos (rRNA 12S y 16S) y 22 RNA de transferencia (tRNA)
para la traduccion mitocondrial (Sharma & Sampath, 2019). Es importante destacar que, en
esta traduccion, las mitocondrias presentan excepciones al codigo genético estandar; por
ejemplo, en el mMtDNA humano y de levaduras, el codon UGA se traduce como triptéfano en
lugar de actuar como sefial de terminacion (Gray, 2018).

El genoma mitocondrial humano consta de aproximadamente 16,569 pares de bases
organizados en una molécula bicatenaria con un alto porcentaje de DNA codificante y la
ausencia de intrones (Jorde Lynn et al., 2016). Su composicién difiere en las bases



nitrogenadas, ya que presenta una cadena pesada (H, Heavy) con mas nucleétidos de
guanina y una cadena ligera (L, Light) con mas nucledétidos de citosina. Como se muestra
en la figura 1, la mayoria de la informacién se encuentra en la cadena pesada, que sirve de
molde para ambos rRNA, 14 de los tRNA y 12 de los 13 polipéptidos que conforman la
cadena transportadora de electrones. En contraste, la cadena ligera solo actia como molde
para 8 tRNA y 1 polipéptido. Los promotores de ambas cadenas se localizan en una
pequefa region reguladora llamada "bucle D", donde se inicia la transcripcion y replicacion
del mtDNA (Habbane et al., 2021; B. Pierce, 2015; Solari & Roubicek, 2011).
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Figura 1. Genoma mitocondrial humano. Reproducida de Pierce, Benjamin A., 2015



1.3 Herencia mitocondrial

Como se mencioné previamente, el mtDNA carece de intrones y se hereda exclusivamente
por via materna, ya que las moléculas de mtDNA de los espermatozoides no se incorporan
al embrion en desarrollo (Jorde Lynn et al., 2016). Se ha planteado la hipotesis de que la
alta demanda energética en los espermatozoides previo a la fertilizacion produce un dano
significativo al mtDNA, el cual podria ser defectuoso para la descendencia. Por
consiguiente, el ovocito fertilizado degrada el mtDNA del espermatozoide mediante
ubiquitinacion y la destruccién de estos mediante el sistema de autofagia (Skorecki &
Cohen, 2022; Wei & Chinnery, 2020).

A su vez, el mtDNA heredado por via materna da lugar a una reduccién del niumero de
mitocondrias que se heredaran. Durante la produccion de los ovocitos primarios, se
transfiere un niumero seleccionado de copias de dicho material genético. Como resultado,
solo una pequefa parte del mtDNA estara presente en el dvulo maduro. Esto implica una
disminucién del mtDNA entre generaciones, fendmeno conocido como "cuello de botella",
el cual altera la probabilidad de que la descendencia herede mutaciones presentes en la
madre (Parakatselaki & Ladoukakis, 2021; Zhang et al., 2018).

Por lo tanto, dado que cada ovocito hereda una proporcion diferente de mtDNA, las
mutaciones presentes pueden expandirse clonalmente a lo largo de la vida, provocando
que un genotipo se reproduzca con mayor frecuencia. La direccién de este cambio puede
verse influenciada por la seleccion a favor o en contra de una variante en particular.
Generalmente, las moléculas mutadas con una ventaja replicativa veran aumentado su nivel
durante la vida de un individuo (Wei & Chinnery, 2020).

1.4 Segregacion replicativa

Una de las diferencias fundamentales entre el genoma mitocondrial y el nuclear radica en
su capacidad de replicarse durante cualquier fase del ciclo celular, lo que implica que el
numero de copias del mtDNA no es fijo y suele ser considerablemente mayor que el nimero
de copias del DNA nuclear. Durante la divisién celular, tanto en mitosis como en meiosis, la
distribucion de las mitocondrias en las células hijas se produce de manera aleatoria. A este
proceso se le conoce como “segregacion replicativa”, el cual contribuye a una proporcion
variable de moléculas de mtDNA presentes a nivel celular, en distintos tejidos e incluso
entre individuos (Cohn et al., 2023; Jankovic J et al., 2022).

Ademas, una molécula de mtDNA mutada puede replicarse con mayor frecuencia que otra,
generando un cambio en la proporcion de moléculas mutadas y de tipo silvestre. Como se
ilustra en la figura 2, la distribucion aleatoria de las mitocondrias durante la divisién celular,
junto con la replicacion aleatoria de las moléculas de mtDNA, contribuye a cambios en la
proporcion de estas moléculas en las células de un individuo a lo largo de su vida
(Gongalves, 2019; Stewart & Chinnery, 2015).
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Figura 2. Segregacion replicativa y efecto umbral en la heteroplasmia. Modificada de: Goodman,
S. R. 2021

1.5 Heteroplasmiay efecto umbral

Cabe resaltar que la tasa de mutacion del mtDNA es aproximadamente 10 veces mayor
que la del DNA nuclear. Dicha diferencia significativa es atribuible a la ausencia de
mecanismos de reparacién eficientes y a la produccion de ROS durante la fosforilacion
oxidativa. Aunado a ello, el mtDNA se encuentra presente en multiples copias dentro de
cada mitocondria, y cada célula alberga cientos de miles mitocondrias (Gongalves, 2019).

Debido a que no todas las copias de mtDNA se ven afectadas por mutaciones al mismo
tiempo ni de la misma manera, junto con los efectos de la segregacion replicativa y el
fenomeno de cuello de botella, se observan variaciones en el genoma mitocondrial dentro
de una misma célula. En este fendmeno, conocido como heteroplasmia, coexisten
moléculas mutantes con moléculas de tipo silvestre (Ludwig-Stomczynska & Rehm, 2022).
A su vez, puede ocurrir la replicacién y herencia exclusiva de moléculas de mtDNA que sean
Unicamente mutantes o silvestres, a este fendmeno se le denomina homoplasmia
(Goncgalves, 2019). Esto implica que, si una mutacion esta presente, puede replicarse con
mayor frecuencia que la de tipo silvestre y viceversa, lo que puede conducir a cambios en
la frecuencia de alelos, conocidos generalmente como nivel de heteroplasmia (Zhang et al.,
2018).

La heteroplasmia es crucial en el contexto de enfermedades asociadas a la disfuncién
mitocondrial. Estas enfermedades, vinculadas a mutaciones en el mtDNA, son dificiles de
predecir debido a que no presentan un patrén de herencia mendeliano. Por lo tanto, el
desarrollo de una patologia esta intrinsecamente relacionado con la proporcion de
moléculas de mtDNA mutadas en comparacién con las de tipo silvestre, es decir, el nivel de



heteroplasmia. Este nivel se correlaciona con el grado de afectacion del érgano y, por ende,
con el fenotipo clinico asociado a la mutacion (Parakatselaki & Ladoukakis, 2021)

Las moléculas de mtDNA de tipo silvestre pueden compensar la disfuncion mitocondrial
causada por moléculas mutadas. Sin embargo, si las moléculas de mtDNA mutadas
predominan en mayor proporcion, el mtDNA de tipo silvestre resultara insuficiente para
compensar la deficiencia mitocondrial generada por la alta carga de mutacién (Bernardino
Gomes et al., 2021; Parakatselaki & Ladoukakis, 2021). A este fendmeno se le conoce como
“efecto umbral”, que representa el minimo numero necesario de moléculas de mtDNA
mutantes para manifestar un fenotipo clinico. Este umbral varia segun el tipo de mutacion
y el tejido afectado, generalmente situandose entre el 60 y 80% de heteroplasmia (figura
2)(Goodman Steven R., 2021; Wei & Chinnery, 2020) Los érganos mas afectados son
aquellos que dependen de una alta actividad metabdlica, por lo que la mayoria de las
mutaciones mitocondriales estdan asociadas a enfermedades neuroldgicas,
cardiovasculares y degenerativas. La progresion de estas enfermedades no solo depende
de la mutacidon en si misma, sino también de factores ambientales, genéticos y
epigenéticos, lo que dificulta la prediccién del desarrollo de la enfermedad (Korchivaia et
al., 2023)

El mtDNA, al presentar mutaciones a lo largo de todo su genoma, conlleva una amplia
variedad de fenotipos clinicos, lo que genera un comportamiento especifico para diferentes
variantes patdégenas. Dentro de las variantes homoplasmicas de importancia clinica, las
mas conocidas son aquellas que causan la neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON),
donde generalmente solo se ve afectado un tejido u 6rgano especifico (Bernardino Gomes
et al., 2021; Stewart & Chinnery, 2015; Wei & Chinnery, 2020).

Por otra parte, las mutaciones heteroplasmicas patégenas suelen afectar a varios tejidos y
sistemas, ademas de una variabilidad considerable en el fenotipo clinico entre individuos y
organos. Un ejemplo notable de esto es la mutacidon A3243G, que puede dar lugar a un
espectro de trastornos que van desde la encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y
episodios similares a accidentes cerebrovasculares (MELAS), hasta sordera o intolerancia
a la glucosa (Bernardino Gomes et al., 2021; Skorecki & Cohen, 2022; Wei & Chinnery,
2020).

1.6 Haplogrupos mitocondriales

Dado que el mtDNA tiene un modo de herencia uniparental, las variantes en los genes
mitocondriales son heredados exclusivamente de madre a hijo. Esto quiere decir que en el
linaje materno del mtDNA, se pueden clasificar diferentes grupos genéticos de acuerdo con
polimorfismos que comparten entre si. Estas secuencias que comparten variantes
especificas tienen un ancestro matrilineal comun y surgieron inicialmente a partir de una
célula germinal en estado de heteroplasmia. Estas mutaciones sobrevivieron a los cuellos
de botella genéticos a lo largo de varias generaciones hasta alcanzar un estado de
homoplasmia. La clasificacion de dichas secuencias de mtDNA segun las mutaciones que
comparten recibe el nombre de "haplogrupos” (Hernandez, 2023; Stewart & Chinnery,
2015).



Los haplogrupos mitocondriales han sido fundamentales para estudiar las migraciones de
las poblaciones humanas a lo largo del tiempo, lo que nos permite rastrear su proveniencia.
Esta evidencia respalda la hipdtesis de que el mtDNA tuvo su origen en Africa,
proporcionando las secuencias mas antiguas. El haplogrupo mas antiguo del que se tiene
registro es el macrohaplogrupo “L”, que data de hace aproximadamente 150,000 afios. Este
se divide en los haplogrupos LO-L5, que se dispersaron por toda Africa (McCormick et al.,
2018; Stewart & Chinnery, 2015).

A medida que las poblaciones humanas migraron fuera de Africa, surgieron nuevos
haplogrupos. Hace aproximadamente 65,000 afios, el haplogrupo L3 dio origen a los
haplogrupos M y N, que se dispersaron fuera de Africa para establecerse en otros
continentes. El haplogrupo M se establecié en Asia, donde dio origen a los haplogrupos C,
D, Gy Z. Por otro lado, el haplogrupo N también migré a Asia y generé los haplogrupos A,
B, F y O, ademas de desplazarse hacia Europa, donde dio origen a |, X, W y R. Partiendo
del haplogrupo R, se desarrollaron el resto de haplogrupos europeos como H, V, J, Uy T.
Finalmente, los haplogrupos A, C y D se establecieron en América aproximadamente hace
20000 afos al cruzar el estrecho de Bering. Asi mismo, otras migraciones posteriores
trajeron los haplogrupos B y X a América del Norte (Gongalves, 2019; Hernandez, 2023)

En la figura 3, se observa la diversidad geografica de los haplogrupos de acuerdo con la
migracion de las poblaciones humanas.
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Por otra parte, es esencial sefialar el impacto que pueden tener ciertos haplogrupos en la
fisiopatologia de las enfermedades mitocondriales, ya que algunos grupos étnicos con
determinado haplogrupo no van a presentar la misma sintomatologia observada en otros,
por lo que se tiene la hipbtesis de que existe cierta influencia de los haplogrupos en el
fenotipo de las enfermedades mitocondriales. Varias investigaciones han relacionado
polimorfismos especificos asociados a determinados haplogrupos con el riesgo de
desarrollar Parkinson, Diabetes tipo Il, Alzheimer y otros trastornos neurodegenerativos
(Chinnery & Gomez-Duran, 2018; McCormick et al., 2018; Wei & Chinnery, 2020).

Capitulo 2. Enfermedades mitocondriales

2.1 Etiologia de las enfermedades mitocondriales

Como se menciond anteriormente, las mitocondrias desempefian un papel fundamental en
la produccién de la mayor parte de ATP necesario para el funcionamiento celular, a través
del ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, siendo también la principal fuente de ROS.
Por lo tanto, las enfermedades mitocondriales resultan de la alteracion en la fosforilacion
oxidativa o de las funciones mitocondriales integrales (Stenton & Prokisch, 2020).

Este grupo de enfermedades abarca trastornos causados por mutaciones tanto en el
mtDNA como en el DNA nuclear, que codifican proteinas participantes en las funciones
mitocondriales, dando lugar a defectos en estas vias (Gorman et al., 2016). Cambios en los
componentes proteicos y ribosémicos, derivados de mutaciones mitocondriales, generan
manifestaciones clinicas variables que afectan principalmente al cerebro, corazén, musculo
esquelético, higado y sistema enddcrino (Habbane et al., 2021). En humanos, las células
que componen los tejidos de estos 6rganos tienen elevados requerimientos energéticos
suministrados por las mitocondrias, lo que resulta en umbrales bajos para la manifestacion
de sintomas de enfermedades mitocondriales (van der Bliek et al., 2017). Estos defectos
suelen combinarse en aspectos neuroldgicos y miopaticos, provocando errores congénitos
en el metabolismo. Las caracteristicas clinicas de los trastornos mitocondriales dependen
de su participacion en el metabolismo energético, manifestando variabilidad fenotipica
dentro de las familias, dependiendo del grado de heteroplasmia, distribucién en tejidos y
umbral biolégico. Ademas, las manifestaciones clinicas pueden aparecer en cualquier etapa
de la vida (Bradley Schaefer & Thompson Jr., 2016).

2.2. Clasificacion de las enfermedades mitocondriales

Las mutaciones responsables de las enfermedades mitocondriales se han asociado
principalmente a trastornos neuroldgicos y neuromusculares. Estas mutaciones se pueden
clasificar de acuerdo con el dafio que ocasionan al mtDNA; desde reordenamientos que
pueden ser deleciones simples o a gran escala y mutaciones puntuales (Rouzier et al.,
2022).

Por otra parte, las mutaciones del mtDNA también se pueden clasificar con base en la
funcién mitocondrial: mutaciones en genes que codifican para tRNA y rRNA, que estan
implicados en la sintesis de proteinas; y genes que codifican para algunas de las 13
subunidades que forman los complejos proteicos que conforman la cadena transportadora
de electrones (Gorman et al., 2016; Habbane et al., 2021). Como se puede observar en la
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figura 4, se encuentran los diferentes trastornos y patologias mitocondriales asociados a
mutaciones que se han identificado en el mtDNA.
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Figura 4. Mapa enfermedades asociadas a mutaciones en el mtDNA. MELAS: encefalopatia
mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a accidentes cerebrovasculares; LHON:
neuropatia optica hereditaria de Leber; MERFF: epilepsia mioclonica con fibras rojas; NARP:
neuropatia, ataxia y sindrome de retinosis pigmentaria; KSS: sindrome de Kearns-Sayre; LS:
sindrome de Leigh; PEO: oftalmoplejia externa progresiva; FBSN: necrosis estriatal bilateral
familiar; MILS: sindrome de Leigh heredado via materna. Modificada de: DiMauro, S. 2019.

2.3 Principales enfermedades mitocondriales

Como hemos revisado, la naturaleza del mtDNA presenta una amplia variedad de fenotipos
clinicos como resultado de los tejidos donde hay mayor nivel de heteroplasmia, asi como la
propia dinamica mitocondrial. Ademas, los sintomas mas especificos incluyen aquellos
asociados a tejidos y érganos de alta demanda energética. Por lo tanto, los sintomas de la
mayoria de las patologias asociadas a mutaciones mitocondriales incluyen algunas formas
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de ceguera, disfuncion renal, problemas cardiacos, sordera, trastornos neuromusculares y
hasta trastornos del sistema endocrino como la diabetes (Habbane et al., 2021).

Las mutaciones del mtDNA caracterizadas como reordenamientos, se han identificado
como deleciones unicas o multiples, que pueden ser simples 0 a gran escala, de las cuales
los sindromes o trastornos mas comunes incluyen el sindrome de Kearns-Sayre (KSS),
oftalmoplejia externa cronica progresiva (CPEO) y el sindrome de Pearson (PS)
(Bernardino Gomes et al., 2021).

KSS se caracteriza por ser una miopatia mitocondrial debido a una gran delecion que se
puede heredar via materna o de forma somatica. Las caracteristicas clinicas de los
pacientes suelen presentarse antes de los 20 afios las cuales incluyen principalmente
retinopatia, ataxia, debilidad muscular, arritmias y deterioro cognitivo severo (Habbane et
al., 2021; Ryzhkova et al., 2018). KSS suele confundirse con otros sindromes como PS 'y
CPEO. CPEO se caracteriza también por ser una miopatia mitocondrial, presentando
sintomas como oftalmoplejia, caida bilateral de los parpados, degeneracion pigmentaria de
la retina y disfuncion general del sistema nervioso central (Ryzhkova et al., 2018).

Por otra parte, PS también es causada por deleciones simples a gran escala con fenotipo
clinico muy similar a los anteriormente mencionados, pero con la diferencia que la delecion
suele encontrarse en otros tejidos ademas del muscular (Habbane et al., 2021). Algunos
sintomas adicionales indican problemas gastrointestinales, acidosis lactica y anemia. Cabe
destacar que los pacientes que sobreviven al PS pueden desarrollar el fenotipo de KSS
(DiMauro & Emmanuele, 2020; Yoshimi et al., 2022).

Del mismo modo, las mutaciones puntuales en el mtDNA también se han caracterizado por
presentar una amplia variedad de fenotipos clinicos que causan una amplia heterogeneidad
en las enfermedades mitocondriales. Estas mutaciones pueden ocurrir en cada gen del
genoma mitocondrial, desde aquellos que codifican para tRNA, rRNA o genes que codifican
para alguna de las subunidades de la cadena transportadora de electrones (Zhu & Wang,
2017).

Una de las mutaciones puntuales mas comunes es A3243G, que se ha asociado a fenotipos
clinicos como sordera, diabetes y sindromes mas graves como MELAS. Esto se debe a un
cambio conformacional en el tRNAY, afectando a la sintesis de proteinas (Greaves et al.,
2012; Klopstock et al., 2021). Como ocurre en la mayoria de los sindromes mitocondriales,
existe un defecto metabdlico que conlleva a sintomas como acidosis lactica, dolor de
cabeza, nauseas, vomitos similares a migrafia, epilepsia y episodios similares a accidente
cerebrovascular. Asi mismo, otro sindrome con sintomas similares es la epilepsia
mioclénica con fibras rojas (MERRF) que a diferencia de MELAS, los pacientes presentan
fibras rojas rasgadas en el tejido muscular, ademas de que la mutacion caracteristica de
este sindrome es A8344G (Tetsuka et al., 2021).

Por consiguiente, otro de los trastornos causados por mutaciones puntuales es la
neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON), donde su principal caracteristica clinica es
la pérdida de la visidon causada por una alteracién en el nervio dptico (Habbane et al., 2021).
Esta enfermedad tiene la particularidad de estar asociada a una carga de multiples
mutaciones del mtDNA que codifican para subunidades del complejo | de la cadena
transportadora de electrones. En concreto G3460A, G11778A 'y T14484C se encuentran en
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el 90% de los pacientes, aunque hay una mayor cantidad de mutaciones que han asociado
a esta enfermedad (Zeviani & Carelli, 2021).

De igual manera, es importante destacar el sindrome de Leigh, el cual esta relacionado
etiolégicamente con una mutacion puntual del mtDNA (T8993G). En este sindrome, también
se han identificado mutaciones en genes nucleares que estan implicados en la funcion
mitocondrial. Por otro lado, la variante T8993G también se ha asociado con neuropatia,
ataxia y sindrome de retinosis pigmentaria (NARP), que comparte un fenotipo clinico similar
al sindrome de Leigh, incluyendo ataxia, convulsiones y disfuncidon respiratoria. Sin
embargo, el sindrome de NARP se distingue por caracteristicas adicionales como
neuropatia muscular, retinopatia pigmentaria y un curso clinico mas lento de la enfermedad
(Finsterer, 2023; Ryzhkova et al., 2018).

En la Tabla 1 se resumen las patologias mas comunes asociadas a mutaciones identificadas
en el mtDNA.

Tabla 1. Principales mutaciones mitocondriales y sus patologias asociadas

Patologia | Gen \ Mutacion
Mutaciones puntuales del mtDNA

MELAS MT-TL1 A3243G
LHON MT-ND1 G3460A
MT-ND4 G11778A
MT-ND6 T14484C
MERFF MT-TK A8344G
NARP MT-ATP6 T8993G
Sindrome de Leigh T8993C
Hipoacusia no sindromica MT-RNR1/12S rRNA A1555G
C1494T1
MT-CO1 G7444A
Deleciones en el mtDNA
KSS
PS Varios genes Delecion unica a gran
CPEO escala

MELAS: encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a accidentes
cerebrovasculares; LHON: neuropatia optica hereditaria de Leber; MERFF: epilepsia
mioclénica con fibras rojas; NARP: neuropatia, ataxia y sindrome de retinosis pigmentaria;
KSS: sindrome de Kearns-Sayre; PS: sindrome de Pearson; CPEO: oftalmoplejia externa
crénica progresiva. Nota. Adaptado de: Zapico, S. C., & Ubelaker, D. H. 2013; Ryzhkova, A.
l. et al., 2018; Habbane, M. et al., 2021

2.3.1 Hipoacusia neurosensorial no sindromica asociada a mutaciones del mtDNA

La hipoacusia se caracteriza por la pérdida de la audiciéon en leve o mayor grado por
alteracion en alguna parte de la via auditiva, la cual puede presentarse de forma sindrémica
(se manifiesta con otros érganos y tejidos afectados) y no sindromica. Esta discapacidad
auditiva tiende a aumentar su prevalencia conforme a la edad. Sin embargo, se han
establecido causas genéticas relacionadas a la hipoacusia no sindromica, de las cuales el
1% corresponde a mutaciones caracterizadas en el mtDNA (Martin et al.,, 2023;
MedlinePlus, 2019)
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Dentro de las mutaciones mitocondriales que causan hipoacusia no sindrémica, resaltan
aquellas que desarrollan un fenotipo clinico asociado al consumo de aminoglucdsidos,
siendo el gen MT-RNR1/12S rRNA el punto critico de estas mutaciones. A menudo, las
mutaciones del mtDNA que se detectan en el gen MT-RNR1/12S rRNA en pacientes con
sordera son A1555G y C1494T (Ding et al., 2020; Fu et al., 2021). Estas mutaciones
aumentan la susceptibilidad de unidon de aminoglucésidos al rRNA12S, conduciendo a
errores de traduccién mitocondrial que afectan la sintesis de proteinas de la cadena
transportadora de electrones (Gao et al., 2017).

El mecanismo mas estudiado en cuanto a la susceptibilidad a la ototoxicidad por
aminoglucésidos en A1555G sigue el principio de que al existir un cambio de una adenina
por guanina en la posicion 1555 del genoma mitocondrial, se genera un nuevo
emparejamiento de GC. La estructura del rRNA 12S es similar al rRNA 16S de E. coli,
generando un sitio de unién a aminoglucésidos que modifica la estructura del rRNA 12S,
resultando en traduccion errénea de proteinas mitocondriales. Como consecuencia, hay
inhibicion en la sintesis de ATP, aumento de ROS vy liberacién de factores apoptéticos que
conducen a la muerte de las células del oido (Fu et al., 2021; Kim et al., 2022; Rivetti et al.,
2023).

A su vez, también se han identificado mutaciones del mtDNA en genes que codifican para
proteinas que forman parte de los complejos de la cadena transportadora de electrones,
que tienen impacto en el desarrollo de la hipoacusia. En particular el gen MT-CO1, que
codifica para la subunidad | de la citocromo c oxidasa, destacan las mutaciones G7444Ay
A7443G. Estas mutaciones modifican el codén de paro del gen MT-CO1, dando lugar a 3
aminoacidos adicionales (Lys-GIn-Lys) en el extremo C del polipéptido, generando una
proteina potencialmente aberrante (Joo et al., 2023). Adicionalmente, G7444A es adyacente
al sitio del precursor de tRNA Ser (UNC) en la cadena L del genoma mitocondrial, de modo
que esta mutacion puede alterar el procesamiento de este tRNA causando disfuncién
mitocondrial (Liu et al., 2015).

Sin embargo, G7444A no produce un fenotipo de importancia clinica por si sola, aunque en
algunos pacientes se ha identificado pérdida auditiva de diversa gravedad. Esta variante se
ha asociado a hipoacusia no sindrémica principalmente en pacientes que tuvieron
exposicion a aminoglucdsidos, ademas de que tiene mayor impacto al tener sinergia con la
mutacion A1555G, donde se ha visto que tiene influencia en su penetrancia y expresividad
(Gao et al., 2017; Joo et al., 2023).

Capitulo 3. Enfoque diagnéstico y terapéutico

3.1 Diagndstico general

El primer paso en el diagnéstico de una enfermedad mitocondrial es la sospecha clinica de
la patologia. Esto se logra a través de la evaluacion de los antecedentes médicos y la
sintomatologia presentada por el paciente. Sin embargo, en el caso de las enfermedades
mitocondriales, la presentacién de sintomas es muy heterogénea, lo que puede dificultar el
diagnostico. Ademas, es importante tener en cuenta que estos sintomas pueden estar
ausentes en pacientes portadores de mutaciones en el mtDNA de importancia clinica
(Klopstock et al., 2021; Ryzhkova et al., 2018).
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Por consiguiente, se recomienda el uso de biomarcadores que evalien la funcién
mitocondrial, los cuales consisten en una serie de pruebas bioquimicas en sangre, orina y
otros tejidos biologicos. Ademas, suelen incluirse pruebas de imagenologia como
tomografia axial computarizada y/o la resonancia magnética nuclear, que ayudan a
confirmar la sospecha clinica (Parikh et al., 2015).

Como parte del cribado bioquimico, se realizan pruebas para evaluar la disfuncién
metabdlica, las cuales incluyen analisis de acido lactico, piruvato, aminoacidos, acidos
organicos, lipoproteinas, carnitina y ensayos enzimaticos de la cadena respiratoria. Sin
embargo, se debe de tener precaucion al interpretar los resultados de dichas pruebas, ya
que algunas no son especificas de las enfermedades mitocondriales, pero es importante
llevarlas a cabo. Ademas, se deben de realizar pruebas adicionales para confirmar la
enfermedad mitocondrial (Muraresku et al., 2018; Murayama et al., 2019).

Adicionalmente, se pueden realizar pruebas bioquimicas invasivas que requieren una
biopsia del tejido afectado, generalmente musculo. Entre las pruebas mas comunes se
incluye el analisis histoquimico para evaluar la actividad de la citocromo ¢ oxidasa y
succinato deshidrogenasa, con el fin de detectar deficiencias en la cadena respiratoria. Asi
mismo, en el tejido muscular, se suele realizar un analisis cualitativo de fibras rojas
rasgadas, que indican una acumulacion de grumos de mitocondrias afectadas. Por otro
lado, para complementar el diagnéstico, el analisis inmunohistoquimico de cada uno de los
complejos de la cadena de transporte de electrones es esencial para detectar su
abundancia y proporcionar informacion valiosa para el diagnéstico (Gorman et al., 2016).

Ahora bien, si los antecedentes familiares no son claros o no estan disponibles, asi como
ambigliedades en los resultados bioquimicos e histoquimicos que evaltan la actividad
enzimatica, el siguiente paso para confirmar y/o complementar el diagnéstico son las
pruebas moleculares. Estas pruebas permiten identificar mutaciones especificas en el
mtDNA que podrian estar causando la patologia. Ademas, posibilitan un enfoque
terapéutico mas especifico para el paciente y brindan asesoramiento genético en caso de
planificacién familiar (Davis et al., 2018; Wong et al., 2010).

3.2 Diagndstico genético

Las pruebas moleculares para identificar mutaciones genéticas causantes de trastornos
mitocondriales respaldan el diagnéstico al ofrecer un enfoque mas especifico y preciso. La
identificacion de una mutacién genética asociada a una enfermedad mitocondrial, ademas
de confirmar el diagnéstico, pone fin a la incertidumbre y permite un asesoramiento
terapéutico y genético adecuado (Parikh et al., 2015).

Dependiendo de los resultados del analisis bioquimico, se procede con la identificacién de
deleciones o mutaciones puntuales en un panel especifico de genes, por ejemplo, genes
que codifican para complejos enzimaticos de la cadena de transporte de electrones
(Gorman et al., 2016).

Las pruebas genéticas mas comunes para identificar mutaciones mitocondriales y su nivel
de heteroplasmia se basan en métodos de PCR. Dichos métodos comprenden la
amplificacién de genes especificos, para posteriormente realizar una digestion mediante
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enzimas de restriccion o secuenciacion directa del producto de PCR. En caso de obtener
resultados negativos en el analisis de genes especificos, es aconsejable considerar la
secuenciacion del genoma mitocondrial completo mediante la técnica Sanger o la
secuenciaciéon de nueva generacion (NGS) para verificar el diagndstico. Esto ayuda a
excluir falsos positivos y falsos negativos, ya que los métodos convencionales como PCR-
RFLP suelen tener un limite de deteccién alto y baja sensibilidad, lo que podria llevar a
diagnésticos incorrectos (Legati et al., 2021; Wong et al., 2010).

3.2.1 PCR-RFLPS

Para poder estudiar adecuadamente el mtDNA se pueden aplicar los métodos
convencionales; el mas utilizado es la amplificacidon de secuencias especificas que se
desean estudiar para obtener suficiente cantidad de mtDNA para analisis posteriores (Duan
et al., 2018).

La amplificacion de fragmentos de DNA es realizada mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), principalmente para enriquecer genomas a pequefa escala como el
mtDNA. Esta consiste en la sintesis de millones de copias de DNA durante varios ciclos
repetidos. Para poder amplificar la secuencia de interés, la PCR requiere de 4 elementos
esenciales: DNA molde o secuencia diana; Taq polimerasa, enzima que va a polimerizar las
nuevas cadenas de DNA; primers o cebadores que van a hibridar con la cadena molde para
iniciar el proceso de replicacion; y finalmente los dNTP’s, unidades que va a ir afnadiendo
la polimerasa a la cadena molde (de Dios, 2013).

Uno de los métodos utilizados para estudiar mutaciones puntuales en el mtDNA, es
mediante la restriccion enzimatica a partir de la técnica de polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLPs) en secuencias amplificadas mediante la PCR. Para ello,
se deben disefiar primers especificos que amplifiquen a la secuencia donde se encuentre
la mutacion. Una vez que se obtienen suficientes copias de la region de interés, es digerida
mediante enzimas de restriccion, las cuales se caracterizan por cortar en sitios especificos
de secuencias de DNA. Dependiendo de la enzima que se utilice para la digestion, puede
escindir secuencias mutadas o normales de manera diferencial. Los productos de la
digestion se pueden observar en un gel de agarosa o poliacrilamida, que nos permite
separar los fragmentos obtenidos con base a su tamafo, de tal manera que es posible
identificar aquellas muestras que presentan la mutacién versus las secuencias normales de
acuerdo con la enzima en particular utilizada (Naini et al., 2020; B. A. Pierce, 2023).

Sin embargo, aunque la restriccion enzimatica seguida de la PCR es un método sencillo y
fue ampliamente utilizado en su momento, para el caso del mtDNA se ha asociado con una
baja sensibilidad y un alto limite de deteccién que puede producir falsos positivos y falsos
negativos. Ademas de que la propia amplificacion mediante la PCR puede generar un sesgo
considerable al coexistir secuencias de mtDNA con diferentes variantes, por lo que esta
sujeto a generar diferencias en la amplificacion de alelos conduciendo a que el diagndstico
no sea certero. Por lo tanto, para el diagndstico genético de estas enfermedades, se ha
optado por enfoques mas eficientes como la secuenciacion (Legati et al., 2021; Mavraki et
al., 2023).
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3.2.2 Secuenciacion Sanger

La secuenciacion es uno de los métodos moleculares mas utilizados para el analisis de
DNA, ya que nos permite obtener informacion acerca de su estructura y funcion al
determinar el orden exacto de pares de bases. Actualmente, existen diferentes métodos de
secuenciacion, siendo el método Sanger o “didesoxi” el estandar para secuenciar cualquier
fragmento de DNA, basandose en la elongaciéon de este mediante una DNA polimerasa (B.
A. Pierce, 2023).

El principio del método didesoxi o Sanger se basa en la replicacion del DNA, donde se
utilizan desoxinucleoétidos para la sintesis (ANTPs) y sustratos especiales conocidos como
didesoxinucleétidos (ddNTPs), los cuales carecen de un grupo 3’-OH. Por lo tanto, al
incorporarse un ddNTP, la sintesis de la nueva cadena de DNA se detiene al no poder unirse
mas nucleotidos (Karki, 2017; Shen, 2019).

El procedimiento para este método comienza con un templado o plantilla de DNA, ya sea
producto de la PCR o un fragmento clonado, ya que se requiere una cantidad considerable
de DNA. Esta plantilla de DNA se divide en cuatro muestras diferentes, donde cada una
contendra: un cebador complementario al extremo 3’ de la cadena molde, una DNA
polimerasa, los cuatro desoxinucledtidos para la sintesis de la cadena de DNA y una baja
concentracion de un solo tipo de ddNTP diferente para cada disolucion (Karp, 2018).

La reaccién comienza con un aumento de la temperatura con la finalidad de desnaturalizar
el DNA a secuenciar. Luego, se reduce la temperatura para permitir que el cebador hibride
con la cadena molde. A partir del cebador, la DNA polimerasa va anadiendo cada uno de
los dNTPs correspondientes y un ddNTP. Dado que los ddNTP estan en menor
concentraciéon que los dNTPs, se permite que los ddNTPs se incorporen de manera
aleatoria, finalizando la sintesis de ADN y obteniendo cuatro grupos de fragmentos de
diferente longitud por cada una de las reacciones que abarcan todo el DNA molde (Aguilar,
2016).

La secuencia de DNA complementaria se puede leer a partir de una electroforesis en gel
de poliacrilamida, donde el contenido de cada una de las cuatro muestras se analizara en
un carril al lado del otro, de manera que la secuencia se lee a partir de las bandas de cadena
mas corta hasta la mas grande, lo que permite identificar la posicion de cada nucleétido en
la cadena de DNA (B. A. Pierce, 2023).

Anteriormente, el método de secuenciacién Sanger se realizaba de manera manual.
Actualmente, el procedimiento se puede realizar de forma automatizada al utilizar un
fluorocromo para marcar cada ddNTP en el extremo 3’, con un color diferente para cada
tipo, lo que permite realizar una unica reaccién. El proceso de desnaturalizacion, hibridacion
y sintesis se lleva a cabo muchas veces, hasta obtener cadenas de DNA de diferente
tamano. Los fragmentos obtenidos se separan mediante una electroforesis capilar, donde
migran a través de un laser que excita el fluorocromo para poder ser identificado por un
detector que determina cada nucledtido de la secuencia al presentar una longitud de onda
especifica (Aguilar, 2016; Karp, 2018).

Como se puede observar en la figura 5, los datos analizados por el detector son
interpretados en un ordenador, el cual genera un electroferograma que permite visualizar la
secuencia de nucleétidos como una serie de picos. Una vez que se ha determinado la
secuencia de interés, se pueden emplear herramientas bioinformaticas para su analisis, asi
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como su comparacion con otras secuencias disponibles en las distintas bases de datos que
se encuentran en internet (Aguilar, 2016; B. A. Pierce, 2023).

4 x PCR (+1 didesoxinucléotido)

Lectura en el
ordenador a través

ddTTP ddATP ddGTP  ddCTP delsecuenciador G A C T G A A G C T
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Figura 5. Procedimiento de la secuenciacién mediante la técnica Sanger. Modificada de: Karki,
G. 2018.

El método tradicional de secuenciacion Sanger para el analisis de variantes en el mtDNA
se basa en amplificar genes especificos mediante la técnica de PCR o la amplificacién del
genoma completo mediante combinaciones de cebadores superpuestos. El enfoque
diagnéstico que ha utilizado este método ha sido el estandar de oro en los ultimos 20 afios
(Duan et al., 2018; Mahmud et al., 2022).

Sin embargo, a pesar de ser mas confiable que la restriccion enzimatica, la secuenciacion
Sanger presenta limitaciones en cuanto a su eficiencia y su capacidad para detectar
mutaciones, especialmente en el mtDNA, asi como evaluar los niveles de heteroplasmia.
Es por lo que actualmente, la secuenciacién de proxima generacion (NGS) se ha destacado
como el enfoque mas adecuado. La NGS ha revolucionado nuestra comprension molecular
de los trastornos mitocondriales al ofrecer una mayor sensibilidad y eficiencia, lo que
permite obtener diagndsticos mas precisos, especialmente en el analisis del genoma
mitocondrial completo. Por lo tanto, se espera que la NGS se emplee como método
diagnéstico de primera linea para enfermedades mitocondriales (Horvath & Chinnery, 2019;
Legati et al., 2021; Mahmud et al., 2022).
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3.3 Tratamiento de las enfermedades mitocondriales

Dada la heterogeneidad de los sintomas en las enfermedades mitocondriales, el enfoque
del tratamiento puede variar significativamente. Esta amplia variedad de presentaciones
clinicas ha dificultado establecer terapias efectivas. Los enfoques tradicionales se
centraban en abordar los sintomas asociados con la disfuncién mitocondrial debida a la
deficiencia de ATP (Aldossary et al., 2022; Hirano et al., 2018).

Dentro del enfoque farmacoldgico, se han utilizado vitaminas y suplementos dietéticos para
contrarrestar esta disfunciéon metabdlica. Sin embargo, su uso no ha sido estandarizado,
ademas de no mostrar una eficacia significativa. El objetivo terapéutico de estas sustancias
es funcionar como antioxidantes, sustratos mitocondriales y/o cofactores. EI mas utilizado
es la coenzima Q10 (CoQ10), que si bien, ha mostrado resultados favorables en algunos
pacientes, aun carece de evidencia sélida que muestre un efecto terapéutico significativo
debido a su éxito limitado (Hirano et al., 2018; Hong et al., 2023).

Del mismo modo, se ha recurrido al uso de L-carnitina, acido folinico y vitaminas cuando
estos se encuentran deficientes. Sin embargo, de acuerdo con la Sociedad de Medicina
Mitocondrial, el uso de farmacos y suplementos en conjunto para tratar estas afecciones,
mejor conocido como “cocteles mitocondriales”, no ha sido completamente validado y
puede generar efectos secundarios. Ademas, puede dificultar la evaluacion de la eficacia
individual de cada compuesto, asi como la identificacion de posibles interacciones entre
ellos (Hirano et al., 2018; Murayama et al., 2019).

Por otra parte, hay terapias emergentes dirigidas especificamente a la disfuncion
mitocondrial, que podrian considerarse como “terapias adaptadas a enfermedades”. Estos
enfoques pueden abarcar desde la eliminacion de compuestos toxicos especificos
relacionados con la disfunciéon mitocondrial, hasta métodos que modifiquen la dinamica
mitocondrial para activar la biogénesis y compensar con mitocondrias que contengan
secuencias silvestres. También, se han evaluado terapias de reemplazo mitocondrial, en
las que se sustituye el mtDNA mutante por mtDNA silvestre en ovocitos, con el objetivo de
prevenir la transmision materna de mutaciones (Hirano et al., 2018; Murayama et al., 2019;
Russell et al., 2020).

Aunque actualmente existen enfoques terapéuticos interesantes que se centran en la
actividad mitocondrial respaldados por ensayos clinicos que han arrojado resultados
significativamente favorables, la propia naturaleza del mtDNA sigue siendo un desafio para
el diagnostico y tratamiento de las enfermedades mitocondriales. Por lo tanto, se han
explorado estrategias de terapia génica para manipular el mtDNA, con el objetivo de
eliminar las secuencias que portan las mutaciones relacionadas con patologias especificas
(Gorman et al., 2016; Hong et al., 2023; Russell et al., 2020).

Sin embargo, también es crucial considerar estrategias terapéuticas que aborden los signos
y sintomas especificos de los érganos afectados, ya que se requieren intervenciones
especializadas para tratar problemas como la sordera, cardiopatias, diabetes, pérdida de la
vision y deficiencias neuromusculares, comunes en pacientes con enfermedades
mitocondriales. De esta manera, la intervencion dirigida a érganos especificos se vuelve
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esencial para el cuidado integral de los pacientes (Gorman et al., 2016; Ng & Turnbull,
2016).

3.3.1 Edicion génica

Como se ha sefialado, uno de los factores que influyen en el desarrollo de las enfermedades
mitocondriales es el nivel de heteroplasmia, que debe superar un umbral bioquimico para
manifestar un fenotipo clinico. Es por ello, que, como parte de las terapias dirigidas
desarrolladas en los ultimos afios, se ha explorado la manipulacién del propio mtDNA para
atacar aquellas moléculas portadoras de mutaciones causantes de la enfermedad. Este
enfoque resulta particularmente efectivo para tratar padecimientos asociados con
mutaciones monogénicas (Di Donfrancesco et al., 2022).

Estas tecnologias aprovechan la degradacion del mtDNA cuando se producen roturas de
doble cadena, con el objetivo de aplicar este método a las secuencias mutantes para
disminuir los niveles de heteroplasmia. Entre las técnicas que han demostrado resultados
prometedores tanto in vitro como in vivo, se encuentran las endonucleasas de restriccion
dirigidas a mitocondrias, las endonucleasas con dedos de zinc (ZFN) y las nucleasas
efectoras similares a los activadores de transcripcion (TALENS)(Hirano et al., 2018).

En este ambito, se ha observado que las técnicas mas prometedoras son las ZFN vy
TALENS, especialmente al implementar un sistema dual ZFN/TALENS que permite que un
sistema reconozca las secuencias de mtDNA silvestre adyacentes a la region mutada,
mientras que otro sistema reconoce la mutacion y las bases adyacentes. Esta "degradacion
selectiva" ha demostrado una reduccién en las moléculas mutantes de mtDNA en modelos
de ratones con heteroplasmia, y también ha sido eficaz en la disminuciéon de la carga
mutacional en ovocitos de otros mamiferos. Por lo tanto, podria considerarse como una
alternativa prometedora para prevenir la transmisibn materna de enfermedades
mitocondriales causadas por mutaciones en el mMtDNA (Gorman et al., 2016).
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Justificacion

Los trastornos mitocondriales como grupo de enfermedades causadas por mutaciones
hereditarias o somaticas generan disfuncion metabdlica al afectar a la cadena respiratoria
y por ende la producciéon de energia de la célula. Como consecuencia, la mayoria de los
sintomas estan asociados a 6rganos de alta demanda energética.

Sin embargo, dada la naturaleza y complejidad del mtDNA, estas enfermedades se
caracterizan por tener una amplia variedad de fenotipos clinicos, lo que representa un
desafio diagnodstico para identificar aquellas mutaciones que las causan y por ende dificulta
establecer un enfoque terapéutico adecuado para los pacientes.

Gracias al avance tecnoldgico en pruebas moleculares, se han empleado diferentes
métodos para estudiar las mutaciones en el mtDNA, principalmente RFLPs a partir de
amplificados de genes mediante la técnica de PCR. Sin embargo, aunque estas técnicas
proporcionan informacién mas directa que las pruebas bioquimicas convencionales, siguen
teniendo deficiencias en cuanto a rendimiento y sensibilidad. Por lo tanto, se ha optado por
las tecnologias de secuenciacion con la finalidad de establecer un diagndstico mas integral
y oportuno, que no solo ayuda al prondéstico de la enfermedad, sino también a establecer
medidas terapéuticas especificas de la enfermedad.

Objetivo general

Secuenciar el genoma mitocondrial completo en pacientes con presunta predisposicion a
desarrollar hipoacusia no sindromica mediante la técnica Sanger con el fin de obtener un
diagnéstico molecular mas completo y preciso al evaluar otras variantes genéticas, asi
como confirmar mutaciones previamente caracterizadas.

Objetivos especificos

e Utilizar la técnica de PCR punto final para amplificar 24 fragmentos que integran el
genoma mitocondrial completo y verificar cada uno de los productos amplificados
mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa.

e Secuenciar los productos amplificados de mtDNA mediante la técnica Sanger para
obtener la secuencia el genoma mitocondrial completo y realizar un analisis genético
integral utilizando herramientas bioinformaticas.

e Confirmar el diagnéstico de las mutaciones A1555G y G7444A, caracterizadas por
la técnica PCR-RFLP, mediante el analisis de la secuenciacion del genoma
mitocondrial completo.
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Materiales y Métodos

Poblacién de estudio

Se utilizaron muestras provenientes de diferentes familias, sumando un total de 65
individuos con rango de edad de 6 a 79 afios. A cada individuo (o a su tutor, en el caso de
menores de edad) se le proporciond una carta de consentimiento informado, asi como un
cuestionario donde se recabaron sus datos personales y posibles problemas de audicion.
El cuestionario se obtuvo por la guia clinica elaborada por el Ministerio de Salud de Chile
(2013).

Criterios de seleccién

Las muestras seleccionadas ya habian sido sometidas a la extraccion del mtDNA. Ademas,
se evaluaron su concentracion y pureza en el Nano-Drop ND-1000, asi como la integridad
del DNA mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa.

Estas etapas fueron llevadas a cabo por la Lic. en Bioguimica Diagndstica Andrea Serrano
Mares (2022) en el laboratorio L-521 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
Campo 1.

e RFLP’s

Se identificaron mutaciones puntuales asociadas a la hipoacusia no sindromica mediante
la técnica de RFLPs, especificamente A1555G y G7444A. La identificacién de estas
mutaciones fue llevada a cabo por mi comparfera de licenciatura Fabiola Gémez, en el
laboratorio 18 de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria que se encuentra en la FES-
Cuautitlan Campo 4.

Para ello, se realizé la amplificacién de las regiones que contienen las mutaciones de interés
mediante la técnica de PCR. Posteriormente, se sometieron a la restriccion enzimatica. Se
utilizé la enzima BcoDI para analizar la mutacion A1555G, donde las muestras con
secuencias que no presentan la mutacion generan fragmentos de 480 y 321 pb, mientras
que las secuencias de las muestras con la mutacion alteran el sitio donde la enzima realiza
el corte, obteniendo solamente el amplificado de 801 pb.

Por otra parte, para la mutacion G7444A se empled la enzima Xbal, la cual produce de 581y
188 pb en las secuencias sin mutacion, mientras que, en las secuencias mutadas la enzima
no realiza el corte, por lo que solamente se obtiene el amplificado de 749 pb.

Los productos de la restricciéon enzimatica fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2.5%.

Por consiguiente, de las muestras mutadas, se seleccionaron aquellas que presentaron una
presunta homoplasmia al no generar fragmentos de restriccion por la presencia del alelo
mutado en la secuencia donde ocurre la restriccion enzimatica. Asi mismo, se descartaron
muestras que no tuvieran suficiente concentracién para llevar a cabo la amplificacién de
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todo el genoma mitocondrial mediante la PCR. Para este estudio, los pacientes
seleccionados presentan las siguientes caracteristicas:

a) Hombre de 52 afios, sin comorbilidades relevantes con presunta homoplasmia para la
mutacion A1555G, caracterizada mediante la técnica RFLPs

b) Mujer de 47 afios con diagnéstico de hipertension y presunta homoplasmia para la
mutacion G7444A, caracterizada mediante la técnica RFLPs

Amplificacion del genoma mitocondrial completo

e Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Para amplificar el genoma mitocondrial completo de las muestras seleccionadas, se
utilizaron 24 pares de primers que amplifican fragmentos de 600-900 pb aproximadamente.
Estos primers fueron disefados por Rieder y colaboradores (1998), y fueron proporcionados
por el laboratorio 18 de Unidad de Investigacién Multidisciplinaria de la FES-Cuautitlan
Campo 4.

En la tabla 2 se detallan los reactivos y sus respectivos volumenes para preparar la mezcla
de reaccion de 25 uL de PCR de acuerdo con el kit de Promega GoTaqg® G2 Hot Start
Colorless Master Mix para cada uno de los 24 amplificados.

Tabla 2. Preparacion de mezcla de reaccion de PCR para volumen de

25 uL

Reactivo Volumen

GoTag® G2 Hot Start Colorless Master 12.5 L

Mix (Kit)

Primer Forward 0.5 L

Primer Reverse 0.5uL

DNA 1.0 uL

Agua libre de nucleasas 10.5 L

Ademas, se preparo un tubo blanco, donde se remplazé DNA por agua libre de nucleasas.
Los tubos se agitan y centrifugan durante algunos segundos con la finalidad de
homogeneizar la solucién. Las condiciones para la PCR fueron: precalentamiento a 95°C
durante 2’, seguido de una desnaturalizacion a 95°C durante 30", alineamiento a 60°C
durante 45”, elongacion a 72°C durante 1’ [35 ciclos] y finalmente la etapa de incubacion a
72°C durante 5”; 4°C <.
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o Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacién de los amplificados de la PCR se requirié de la electroforesis en geles
de agarosa, los cuales fueron preparados al 1.5%. El procedimiento para la preparacion del
gel y corrida del mismo fue el siguiente:

a) Preparacion gel de agarosa 1.5%

Se pesaron 0.75 g de agarosa y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 100 mL. Luego,
se anadio 50 mL de buffer TAE 1X y se calentd la mezcla en horno de microondas hasta
que se disolviera la agarosa por completo. Seguido de ello, se agregd una gota de bromuro
de etidio (BrEt 0.5 pg/uL) y mezclé perfectamente. En el soporte del gel, una vez cerrados
los extremos, se colocaron los peines adecuados. Después, se verti6 la solucion de agarosa
en el soporte del gel, evitando la formacién de burbujas. Una vez solidificado, se retir6 el
peine y se coloco el gel en la camara de electroforesis con la orientaciéon correcta. Por
ultimo, se llend la camara con buffer TAE 1X, asegurandose de cubrir perfectamente el gel
y los pocillos.

b) Carga y corrida del gel.

En un trozo de papel Parafilm, se colocaron gotas de 3 pL de BrEt diluido (0.01 pg/uL),
correspondiente al numero de muestras, blanco y marcador de peso molecular. Asi mismo,
se afiadieron gotas 3 uL del buffer de carga (Blue/Orange Loading Dye 6X) a un lado de las
gotas de BrEt sin mezclarlas. Posteriormente, se anadieron 5 uL del producto de la PCRy
se mezclaron perfectamente con los otros componentes. Seguidamente, se pipeted la
mezcla y se depositd en el pocillo correspondiente. Para el marcador de peso molecular
(Cleaver Scientific 100bp DNA Ladder) se pipeted 1.5 yL, se mezclé con 3 uL de BrEty se
depositd en el primer pocillo.

Una vez cargadas todas las muestras, blanco y marcador de peso molecular, se cerro la
camara de electroforesis y se conecté a la fuente de poder. Las condiciones para la corrida
se ajustaron a 90 V durante 1 hora aproximadamente. Al finalizar la corrida, se retird en gel
de la camara de electroforesis y se visualizaron los amplificados en un fotodocumentador.

Secuenciacion Sanger
a) Purificacion de los productos de la PCR

Previo a la secuenciacion, se purificaron los productos de la PCR con la finalidad de eliminar
el exceso de nucleétidos no alineados y cebadores presentes en la mezcla de reaccion.
Para los 24 amplificados de cada muestra, se utilizo el kit comercial ExoSap-IT para una
purificacion enzimatica. Este reactivo requiere estar en hielo durante su uso.

Como primer paso, se mezcld 2 uL de ExoSap-IT con 5 pL de producto de la PCR. Después,
se incubd a 37°C durante 15’y se realizd una segunda incubacion a 80°C durante 15’ con
el fin de inactivar ExoSap-IT. Tras finalizar la incubacion, el producto de la PCR esta listo
para usarse en secuenciacion.
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b) Secuenciacion de los productos de la PCR

La secuenciacién de los 24 productos de la PCR de cada muestra se realizé de acuerdo
con el protocolo del kit BigDye Terminator v. 3.1 con modificaciones validadas por el
Laboratorio de Secuenciacién Gendmica del Instituto de Biologia UNAM, lugar donde se
realizé el servicio de secuenciacion.

Los primers que se seleccionaron para la secuenciacion fueron los mismos que se utilizaron
para los 24 amplificados de la PCR. Ademas, cabe sefialar que la secuenciacion se realizd
de manera bidireccional con la finalidad de disminuir errores al momento de realizar la
lectura de secuencias.

Analisis bioinformatico

Para poder observar los resultados de la secuenciacion, se empled el programa “Chromas”,
que permite visualizar los electroferogramas que contienen la secuencia de nucleétidos de
cada uno de los 24 fragmentos secuenciados para cada muestra y poder identificar las
mutaciones de interés, asi como posible heteroplasmia. Adicionalmente, permite extraer la
secuencia en formato FASTA.

e Alineamiento de secuencias con bases de datos

Para identificar las mutaciones de cada genoma secuenciado, se comparé las secuencias
en formato FASTA con secuencias de referencia que se encuentran disponibles en bases
de datos. Para el caso particular de secuencias de mtDNA, la opcién mas adecuada es la
base de datos de MITOMAP, la cual es un recurso muy importante para la identificacion y
analisis de variantes del mtDNA.

En el anadlisis de cada una de las secuencias, MITOMAP ofrece la herramienta
MITOMASTER, que realiza alineamientos con la Secuencia de Referencia de Cambridge
revisada (rCRS), la cual ha sido el estandar para reportar variantes en el mtDNA. Para hacer
uso de esta herramienta, se accedi® a travées del sitio oficial de
MITOMAP: http://mitomaster.mitomap.org/, donde en su pagina de inicio se encuentran
disponibles cada una de las herramientas e informacion de esta base de datos.

Como se observa en la figura 6, en el protocolo basico para utilizar MITOMASTER, como
primer paso se selecciond la especie de la que se desea comparar la secuencia.
Posteriormente se selecciond el archivo que contiene la secuencia FASTA que se extrajo
anteriormente. Una vez que el archivo FASTA esta cargado, como tercer paso se envié para
que la herramienta realizara el alineamiento y detectara las variantes genéticas que se
encuentran en la secuencia (Lott et al., 2013).

Como resultado, MITOMASTER proporcioné las variantes encontradas, la calidad de estas,
y aquellas que han sido reportadas en la literatura por su posible o directa asociacion a
algunos fenotipos clinicos. Del mismo modo, a través de esta herramienta se encontraron
variantes asociadas a determinados haplogrupos, las cuales se calcularon por medio de la
herramienta “Haplogrep 3.0, la cual tiene enlace directo con MITOMAP. Asi mismo, se
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confirm¢é la calidad de las variantes y su asociacion con determinado haplogrupo,
accediendo directamente a su sitio oficial http://haplogrep.uibk.ac.at/ (Lott et al., 2013;
Schoénherr et al., 2023).

Submit Sequence as file upload or paste into text area

Step 1 Select conservation species of interest L) Seleccionar la especie con Ia
que se desea comparar la
Currently selected conservation species: all secuencia
Step 2 Fasta file use this for sequences in afile of fasta format. Please note that each sequence may take over a
Opﬁon 1 second to process. 2) Seleccionar el archivo que
contiene la secuencia en formato

Select file

[ Submit l

FASTA que se desea analizar

3) Enviar el archivo para su
i analisis
Op‘t|on 2 Copy-paste paste sequences in fasta format.

Figura 6. Vista de la herramienta MITOMASTER para analizar secuencias. Modificada de
http://mitomaster.mitomap.org/. 2023
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Resultados

A partir de la restriccion enzimatica mediante la técnica de RFLPs, se obtuvo el genotipo
correspondiente a cada mutacién. Como se puede observar en las figuras 7 y 8, se
seleccionaron la muestra 41, que presenta homoplasmia para A1555G al presentar
unicamente el amplificado de 801 pb, y la muestra 18, que presenta homoplasmia para
G7444A, donde solamente se visualiza el amplificado de 749 pb.

Figura 7. RFLPs realizados con la enzima BcoDI para identificar la mutacion A1555G. Electroforesis
en gel de agarosa 2.5% a 90V; MPM: marcador de peso molecular; 3, 26, 56, 57: muestras mutadas
heteroplasmicas; 41: muestra homoplasmica mutada. Nota: Adaptado de Gémez F. 2022.

Figura 8. RFLPs realizados con la enzima Xbal para identificar la mutacién G7444A. Electroforesis
en gel de agarosa 2.5% a 90V; MPM: marcador de peso molecular; 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24 muestras
con heteroplasmia; 18: muestra con homoplasmia. Nota: Adaptado de Gémez F. 2022.
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De las muestras seleccionadas con base en los resultados de los RFLPs, se amplifico el
genoma mitocondrial completo. En las figuras 9-11 se muestran los productos de la PCR,
donde se utilizaron 24 pares de primers que cubren el genoma mitocondrial. En este caso,
se presenta la muestra 41, que se encontré homoplasmica para A1555G de acuerdo con

los resultados de los RFLPs.

- e

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Amplificados 1-8 de la
muestra 41 (A15655G). MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.

100bp SIS
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Amplificados 9-16 de la
muestra 41 (A1555G) MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% Amplificados 17-24 de la
muestra 41 (A1555G). MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.
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Del mismo modo, se amplificé el genoma mitocondrial de la muestra 18, la cual se encontré
en homoplasmia para la mutacién G7444A de acuerdo con los resultados de los RFLPs. En
las figuras 12-14 se muestran las electroforesis de los productos de la PCR para esta
muestra, donde se visualizan los 24 amplificados que cubren el genoma mitocondrial
completo.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Amplificados 1-8 de la
muestra 18 (G7444A). MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. Amplificados 9-16 de la
muestra 18 (G7444A). MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.

i T
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Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa 1 5%. Amplificados 17-24 de la
muestra 18 (G7444A). MPM: marcador de peso molecular. B: blanco.
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Posteriormente, en las figuras 15 y 16 se muestran los electroferogramas obtenidos a partir
de la secuenciacién Sanger de las regiones donde se localizan las mutaciones A1555G
parala muestra 41 y G7444A para la muestra 18. En ambas secuencias se encontro el alelo
silvestre en estado de homoplasmia, lo que indica la ausencia de estas mutaciones.

2490 1 3|_j|j
| | | ] n | | | | ] | | | | | | | | | L | L] ]
» 7T 2 6 2 6 6 2 G6flajfc r 2 & T C @6

Alelo silvestre
A1555G

{ ==

Alelo silvestre
G7444A

Figura 16. Electroferograma de Ia secuencia donde se Iocallza G7444Aen la muestra 18.
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Asi mismo, en las tablas 3 y 4 se reportan las variantes encontradas a partir de los

alineamientos de

las secuencias en formato FASTA utilizando

la herramienta

MITOMASTER de la base de datos MITOMAP. Adicionalmente, se indica si existe un
fenotipo asociado a cada variante y la prediccion del haplogrupo segun la herramienta
haplogrep 3.0.

Tabla 3. Mutaciones identificadas en la muestra 41

Locus Posicion | Cambio de | Haplogrupo asociado/ fenotipo Consecuencia molecular/Cambio
nucledtido | clinico de aminoacido
MT-DLOOP2 195 T-C Haplogrupo M1 Region control (no codificante)
Melanoma
Trastorno bipolar
263 A-G Haplogrupo M1
310 T-C Haplogrupo M1
Posible factor de proteccién
contra el glaucoma de tension
arterial
489 T-C Haplogrupo M1
MT-RNR1 750 A-G Haplogrupo H2a 12S rRNA (sin alteracion
1438 A-G Haplogrupo H
MT-RNR2 2092 C-T Haplogrupo D1 16S rRNA (sin alteracién)
2706 A-G Haplogrupo J1
3010 G-A Haplogrupo J1
Sindrome de Vomitos Ciclicos
(VGS)
3190 C-T Haplogrupo H2a
MT-ND2 4769 A-G Haplogrupo D1g4 Mutacioén sindnima
4823 T-C Haplogrupo D1g4
4883 C-T Haplogrupo D1g4
Glaucoma
5178 C-A Haplogrupo D1g4 L237M
Longevidad mejorada
Proteccién en Diabetes, infarto al
miocardio y aterosclerosis.
MT-CO1 6170 C-T Haplogrupo LO Mutacién sinénima
7028 C-T Haplogrupo HV
MT-ATP8 8414 C-T Haplogrupo D1m L17F
Riesgo de Diabetes Mellitus tipo
2 (DMT2)
Policitemia de alta altitud (HAPC)
Longevidad
MT-ATP8/MT- 8548 T-C Haplogrupo D1m S8P
ATP6
MT-ATP6 8701 A-G Haplogrupo D1m T59A
8860 A-G Haplogrupo H1a T112A
MT-CO3 9540 T-C Haplogrupo L3 Mutacién sindénima
MT-ND3 10398 A-G Haplogrupo D1m T114A

Longevidad

Riesgo de cancer de mama
TDAH

Sindrome metabdlico
Alteracion del pH celular.
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10400 C-T Haplogrupo D1m Mutacion sinénima
MT-ND4L 10754 A-G Haplogrupo D1m
MT-DN4 10873 T-C Haplogrupo D1m
11465 T-C Haplogrupo B5a
11719 G-A Haplogrupo B5a
MT-ND5 12705 C-T Haplogrupo N
MT-ND6 14668 C-T Haplogrupo 22
Trastorno depresivo asociado
MT-CYB 14766 C-T Haplogrupo Z2 T71
14783 T-C Haplogrupo Z2 Mutacion sinénima
Posible asociacién con el mal de
altura o mal de montana
15043 G-A Haplogrupo M
Trastorno depresivo mayor
Esquizofrenia
Trastorno Bipolar
15301 G-A Haplogrupo M
Posible factor del mal de altura o
de montana
15326 A-G Haplogrupo M T194A
MT-DLOOP1 16223 C-T Haplogrupo D1m Regidn control (no codificante)
16316 A-G Haplogrupo D1m
16325 T-C Haplogrupo D1m
16362 T-C Haplogrupo D1m

Nota: Los cambios de nucledtidos y posicion de la mutacién se obtienen de acuerdo con la secuencia de referencia
de Cambridge (rCRS) que utiliza la herramienta MITOMASTER para realizar los alineamientos, ademas de
proporcionar la prediccion del haplogrupo. Los haplogrupos asociados se confirmaron con la herramienta “Haplogrep
3.0” (https://haplogrep.i-med.ac.at/).

Variantes reportadas por MITOMAP con posible asociacion a enfermedad (http://www.mitomap.org, 2023)
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Tabla 4. Mutaciones identificadas en la muestra 18

Locus Posicion | Cambio de | Haplogrupo asociado/ fenotipo Consecuencia molecular/Cambio
nucledtido | clinico de aminoacido
MT-DLOOP2 73 A-G Haplogrupo C Region control (no codificante)
263 A-G Haplogrupo M1
310 T-C Haplogrupo M1
Posible factor de proteccion
contra el glaucoma de tension
arterial
489 T-C Haplogrupo M1
MT-RNR1 750 A-G Haplogrupo H2a 12S rRNA (sin alteracion)
1438 A-G Haplogrupo H
MT-RNR2 2706 A-G Haplogrupo HV 16S rRNA (sin alteracién)
MT-ND1 3552 T-C Haplogrupo C Mutacién sindnima
Hipertension matrilineal
Resistencia al edema pulmonar
de gran altitud (HAPE)
Marcador hGC
MT-ND2 4715 A-G Haplogrupo F1f Mutacién sindnima
4769 A-G Haplogrupo F1f
MT-CO1 7028 C-T Haplogrupo M8
7196 C-A Haplogrupo M8
MT-ATP6 8584 G-A Haplogrupo M8 A20T
8701 A-G Haplogrupo M8 T59A
8860 A-G Haplogrupo H1aw T112A
MT-CO3 9540 T-C Haplogrupo C Mutacion sinénima
9545 A-G Haplogrupo C
MT-ND3 10398 A-G Longevidad T114A
Riesgo de cancer de mama
TDAH
Sindrome metabdlico
Alteracion del pH celular.
10400 C-T Haplogrupo D1m Mutacién sinénima
MT-ND4 10873 T-C Haplogrupo L3
11719 G-A Haplogrupo T1a
11914 G-A Haplogrupo T1a
Posible susceptibilidad a
penfigoide ampolloso
MT-ND5 12705 C-T Haplogrupo N
MT-ND5 12717 C-T ———
13263 A-G Haplogrupo W3a
MT-ND6 14318 T-C Haplogrupo C
MT-CYB 14766 C-T Haplogrupo C TI7
14783 T-C Haplogrupo C Mutacién sindnima
Posible asociacion con el mal de
altura
15043 G-A Haplogrupo M8

Asociado al Trastorno Depresivo
Mayor

Posible factor en el mal de altura
o0 de montana.
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15301 G-A Haplogrupo M8
Posible factor en el mal de altura
o de montana

LHON
15326 A-G Haplogrupo M8 T194A
15487 A-T Haplogrupo M8 Mutacién sindénima
MT-DLOOP1 16051 A-G Haplogrupo Cb1 Region control (no codificante)

Posible susceptibilidad a
penfigoide ampolloso

16223 C-T Haplogrupo Cb1

16298 T-C Haplogrupo Cb1

Factor protector para el riesgo de
accidente cerebrovascular

(hg V)
16325 T-C Haplogrupo Cb1
16327 C-T Haplogrupo Cb1

Nota: Los cambios de nucledtidos y posicion de la mutacién se obtienen de acuerdo con la secuencia de referencia
de Cambridge (rCRS) que utiliza la herramienta MITOMASTER para realizar los alineamientos, ademas de
proporcionar la prediccion del haplogrupo. Los haplogrupos asociados se confirmaron con la herramienta “Haplogrep
3.0” (https://haplogrep.i-med.ac.at/).

Variantes reportadas por MITOMAP con posible asociacion a enfermedad (http://www.mitomap.org, 2023)

Discusion

Las enfermedades mitocondriales representan un grupo heterogéneo de trastornos que
afectan principalmente al metabolismo celular, causando disfuncion en tejidos y érganos
que dependen de una alta demanda energética. Muchos de estos trastornos son causados
por mutaciones en el mtDNA que pueden ser heredadas a través de la via materna o

presentarse en células somaticas que con el tiempo pueden acumularse causando
fenotipos de importancia clinica (Rossmann et al., 2021).

Sin embargo, se deben de tener varias consideraciones para comprender las enfermedades
mitocondriales, ya que, por su propia heterogeneidad, suelen presentarse a diferentes
edades, ademas de tener signos y sintomas variables. Como primer punto debemos
recordar que, a diferencia del DNA nuclear, hay multiples copias de mtDNA por cada
mitocondria, ademas de que hay mas de una mitocondria por cada célula. Posteriormente,
es importante considerar que este mtDNA se hereda exclusivamente por via materna, por
lo que las mutaciones van a tener este patrén de herencia y finalmente el fendémeno de
homoplasmia y heteroplasmia, donde la expresién clinica va a depender del nivel de
heteroplasmia que presente una mutacién, es decir, la proporcion que existe entre el mtDNA
mutante y el de tipo silvestre. Ademas, se debe de tener en cuenta como la segregaciéon
replicativa y los cuellos de botella genéticos van a alterar los niveles de heteroplasmia en
el mtDNA. Cada una de estas caracteristicas que son propias del mtDNA representa un
desafio diagnéstico, que puede prolongarse durante mucho tiempo o incluso llegar a
diagnésticos contradictorios (Davis et al., 2018; Ng & Turnbull, 2016; Schlieben & Prokisch,
2020).
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Es por ello que el diagndstico genético juega un papel muy importante en la deteccion de
mutaciones asociadas a enfermedades mitocondriales al identificar su etiologia molecular.
Por otro lado, a pesar de que existen diferentes métodos para identificar mutaciones en el
mtDNA, por la propia naturaleza de este, no todas las técnicas van a mostrar resultados
con la misma fidelidad. Las tecnologias de secuenciacion son el método estandar y
confiable para caracterizar y analizar mutaciones en el mtDNA, ademas de que la
secuenciacion de genoma completo permite realizar un diagndéstico mas integral, rapido y
de mayor rendimiento (Klopstock et al., 2021; Ng & Turnbull, 2016; Wong et al., 2010).

En las figuras 7 y 8 se visualizan los geles de agarosa al 2.5% donde se realiz6 la
electroforesis de los RFLPs para caracterizar las mutaciones A1555G y G7444A, asociadas
con hipoacusia no sindrémica por consumo de aminoglucosidos. Se seleccionaron las
muestras mutadas que presentaban homoplasmia: la muestra 41 para la mutacion A1555G
y la muestra 18 para la mutacion G7444A, ya que estas mutaciones suelen identificarse en
pacientes con homoplasmia o altos niveles de heteroplasmia, superando el umbral
biogquimico y manifestando sintomas de pérdida auditiva (Liu etal., 2015; Wang et al., 2019).

Sin embargo, al comparar con los electroferogramas de la secuenciacion Sanger (figuras
15 y 16), los resultados difieren completamente. De acuerdo con los RFLPs, ambas
mutaciones en sus respectivas muestras mostraron aparente homoplasmia al no presentar
cortes en la secuencia de acuerdo con las enzimas de restriccion utilizadas. Por otro lado,
en los electroferogramas se observa homoplasmia del alelo silvestre, es decir, el alelo A
para A1555G y el alelo G para G7444A. Por lo tanto, los resultados de la secuenciacion
indican que ambos pacientes no presentan estas variantes asociadas a la pérdida auditiva.
Aunado a ello, la intensidad de los picos en los electroferogramas en ambas posiciones no
muestra ningan nivel de heteroplasmia que sugiera la presencia del alelo mutante para
A1555G y G7444A. Del mismo modo, esto se corroboré al realizar los alineamientos de
cada uno de los amplificados secuenciados en la base de datos MITOMAP (Tabla 3y Tabla
4), donde no se encontrg la presencia de estas mutaciones en sus respectivos genes.

Este contraste de resultados, donde los RFLPs caracterizaron las mutaciones A1555G y
G7444A, mientras que la secuenciacion descartd su presencia, puede asociarse con la
sensibilidad y eficiencia que ofrece cada una de estas técnicas, asi como con los sesgos y
errores potenciales en el andlisis de secuencias de mtDNA. Cabe sefialar que ambos
métodos se basan en la técnica de PCR para amplificar regiones especificas de interés. En
el caso de los RFLPs, estas regiones amplificadas son posteriormente analizadas para
caracterizar las mutaciones, mientras que en la secuenciacion se amplificaron 24
fragmentos superpuestos que cubren todo el genoma mitocondrial.

Aunque existen diferencias entre la secuenciacion y los RFLPs, se debe considerar que la
posible heteroplasmia en las copias de mtDNA puede generar sesgos durante la
amplificaciébn por PCR. La variacion en la proporcion de variantes puede alterar la
amplificacién, favoreciendo ciertos alelos (Legati et al., 2021; Li et al., 2010; Mavraki et al.,
2023; Naini et al., 2020). Ademas, la técnica de RFLPs ofrece una baja sensibilidad para la
deteccibn de mutaciones mitocondriales, principalmente debido al efecto de la
heteroplasmia. Adicionalmente, puede ocurrir la pérdida o creacion de un sitio de
restriccion, que a menudo, puede causar problemas durante la digestion enzimatica
(Calabrese et al., 2020).
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Asi mismo, se debe de tener en cuenta que la baja sensibilidad y el alto limite de deteccién
de los RFLPs dificultan la identificacion de los niveles de heteroplasmia en una mutacion
mitocondrial. Por lo tanto, es recomendable utilizar la secuenciaciébn Sanger para detectar
variantes de importancia médica cuando los métodos basados en enzimas de restriccion o
tecnologias como la PCR cuantitativa (QPCR) no son capaces de caracterizarlas
adecuadamente (Mahmud et al., 2022).

Por consiguiente, dada la complejidad del fenotipo de las enfermedades mitocondriales, es
recomendable incluir la secuenciacién completa del genoma mitocondrial en los algoritmos
diagnésticos. Esto proporciona informaciéon mas precisa en comparacion con pruebas que
se basan unicamente en la medicion de marcadores bioquimicos. En este contexto, la
secuenciacién Sanger seguida de PCR ha sido y sigue siendo el estandar para la
identificacion de mutaciones patégenas (Duan et al., 2018).

Sin embargo, aunque la secuenciacion Sanger es un método tradicional ampliamente
utilizado para el diagnostico de enfermedades mitocondriales, actualmente se prefiere la
secuenciacién de préxima generacion (NGS). Esto se debe a que la NGS ofrece mejores
resultados en términos de sensibilidad y limites de deteccion, especialmente para identificar
niveles de heteroplasmia (Legati et al., 2021; Mahmud et al., 2022; Mavraki et al., 2023). A
pesar de sus propias limitaciones, la secuenciacién del genoma mitocondrial completo
mediante la técnica Sanger sigue siendo (til para localizar mutaciones patégenas, como
A1555G y G7444A, y para analizar otras variantes de riesgo que pueden influir en el
fenotipo clinico o estar asociadas a otras enfermedades (Legati et al., 2021; Mahmud et al.,
2022).

Para ello, del mismo modo que se hizo uso de la herramienta MITOMAP para corroborar la
presencia de las variantes A1555G y G7444A en las muestras analizadas, se realizaron
alineamientos de cada uno de los fragmentos del genoma mitocondrial para identificar
mutaciones que estuvieran relacionas con la hipoacusia no sindromica ademas de las
anteriormente mencionadas. Sin embargo, no se encontraron mutaciones reportadas
asociadas a este fenotipo en ninguna de las muestras, incluso en el gen MT-RNR1, donde
se esperaria encontrar mutaciones asociadas a esta afeccion por el consumo de
aminoglucésidos, ya que este gen es un punto critico para otras variantes reportadas, como
C1494T, T1095C y A827G (lbrahim et al., 2018).

Adicionalmente, en las tablas 3 y 4 se evidencia la identificacion de variantes asociadas a
determinados haplogrupos, utilizando la herramienta MITOMASTER de MITOMAP vy
confirmadas con la herramienta haplogrep 3.0. Los haplogrupos mitocondriales pueden
desempefiar un papel crucial en el fenotipo de ciertas enfermedades, aunque esta
informacion debe manejarse con cuidado debido a que puede ser muy variable. En el caso
de la hipoacusia no sindromica, diversos estudios han encontrado una mayor frecuencia de
la mutacion A1555G en determinados haplogrupos (Gao et al., 2017). En genealogias
espafiolas, portadores de la mutacion A1555G pertenecian principalmente a los
haplogrupos D y H (del Castillo, 2003). Por otra parte, otro estudio realizado en pacientes
coreanos con las mutaciones A1555G y G7444A, el haplogrupo D fue el mas prevalente,
seguido del haplogrupo M. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos analisis
son estudios de asociacién longitudinales a gran escala y no deben tomarse como
definitivos, ademas de que se han realizado en pacientes portadores de las mutaciones en
cuestién, a diferencia de nuestro trabajo, donde no se encontraron dichas mutaciones, lo
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gue impide asumir que los pacientes tengan un riesgo potencial de desarrollar pérdida
auditiva por pertenecer a determinado haplogrupo (Joo et al., 2023).

Por otro lado, en el andlisis del genoma mitocondrial completo de ambas muestras, se
encontraron otras mutaciones asociadas a diferentes fenotipos, algunos de importancia
clinica. Aunque no es el principal objetivo de este trabajo estudiarlas a fondo, es importante
mencionarlas. En la Tabla 3, que presentan las variantes mitocondriales analizadas en la
muestra 41; destaca la mutacion T195C, asociada al haplogrupo M y relacionada con el
melanoma, encontrandose con mayor frecuencia en pacientes caucasicos con esta
patologia (Young et al., 2019). También podemos destacar la mutacién A10398G, la cual
esta asociada con riesgo de desarrollar cancer de mama, ademas de encontrarse en
pacientes con TDAH y sindrome de Leigh. Esta mutacion también esta presente en la
muestra 18 (Tabla 4)(Jahani et al., 2020; Jiang et al., 2014).

Adicionalmente, se encontraron mutaciones como G3010A, que esta asociada con el
sindrome de vomitos ciclicos (CVS)(Ye, Z. et al.,, 2018), y otras variantes que, por el
contrario, se han relacionado como factores de proteccién contra ciertos padecimientos e
incluso con la longevidad, como es el caso de C5178A (Wu et al., 2021).

De igual manera, en la muestra 18, de acuerdo con la tabla 4, se identificaron algunas
variantes también presentes en la muestra 41, como la mutacién A10398G y otras
mutaciones asociadas a trastornos depresivos y bipolares. Adicional a ello, destaca la
presencia de las variantes G11914A y A16041G, las cuales han sido asociadas a
susceptibilidad de desarrollar penfigoide ampolloso, una enfermedad autoinmune
caracterizada por el desarrollo poco comun de ampollas cutdneas (Russlies et al., 2019).

Es importante sefialar que cada una de las variantes encontradas en ambas muestras,
aungue estan relacionadas con ciertos trastornos y patologias, no son la causa directa de
las mismas. Por lo tanto, se debe hacer énfasis en que los fenotipos clinicos reportados son
multifactoriales, ademas de que dichas mutaciones se asocian a los mismos debido a que
se han encontrado en pacientes que los padecen, de acuerdo con la base de datos de
MITOMAP (http://www.mitomap.org, 2023).

Sin embargo, seria prudente sugerir a cada paciente un seguimiento médico especializado
para evaluar su estado de salud. Por lo tanto, para la muestra 41, es recomendable
monitorear la posible aparicion de vomitos intensos y estereotipados, signos asociados a
CVS (Ye et al., 2018). Del mismo modo, identificar signos de riesgo a desarrollar melanoma
y tomar medidas de prevencion, principalmente evitando exposicion prolongada a la luz
solar, ayudaria a tener un mejor prondéstico y tratamiento adecuado para este paciente.

En cuanto a la muestra 18, donde se detectaron variantes asociadas a trastornos
depresivos y bipolares, asi como el desarrollo de enfermedades autoinmunes como el
penfigoide ampolloso, se sugiere un seguimiento clinico que valorar signos de riesgo,
principalmente aquellos que dan indicio de desarrollo a penfigoide ampolloso como lo son:
aparicion de ampollas tensas, lesiones cutaneas y piel inflamada (Kremer et al., 2019).

Adicionalmente, considerando que la variante A10398G fue identificada en ambas
muestras, al estar reportada en pacientes con cancer de mama, es recomendable identificar
signos de riesgo para una deteccidon temprana, principalmente en la muestra 18 que
corresponde a un paciente del sexo femenino. Considerando que esta y otras mutaciones
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no son la causa directa de la enfermedad, para el caso de A10398G, a pesar de ser una
variante comun, se ha reportado que incrementa la produccion ROS, ademas de reportar
una asociacion significativa de desarrollar este tipo de cancer en mujeres afroamericanas.
Sin embargo, la asociacion de esta variante con el cancer de mama aun carece de solidez,
por lo que se necesitan realizar mas estudios en otras poblaciones (Jahani et al., 2020).

Finalmente, es necesario resaltar la importancia de este analisis integral del genoma
mitocondrial en ambos pacientes. Las tecnologias de secuenciacién, como parte de las
pruebas genéticas, no solo confirman o descartan diagnésticos, como en este caso, Sino
gue también ayudan a establecer directrices para el prondstico y el enfoque terapéutico en
las enfermedades mitocondriales. Ademas, contribuyen al consejo familiar para prevenir el
riesgo de desarrollar ciertas patologias relacionadas con mutaciones de herencia
matrilineal.

Conclusiones

e Se amplificé el genoma mitocondrial completo en ambos pacientes mediante la
técnica de PCR, permitiendo la secuenciacién de cada producto amplificado.

e La secuenciacién a través de la técnica Sanger, descarté la presencia de las
mutaciones A1555G y G7444A en ambas muestras, previamente caracterizadas
mediante la técnica de RFLPs.

e EIl analisis bioinformatico realizado a través de las herramientas MITOMAP y
Haplogrep 3.0, permitié identificar variantes genéticas relevantes, haplogrupos
asociados y descartar la presencia de otras mutaciones relacionadas con la
hipoacusia no sindréomica.

e La secuenciacion del genoma mitocondrial completo proporcion6é un diagndstico
mas completo y detallado en comparacién con la técnica de RFLPs, siendo
fundamental para un prondstico y enfoque terapéutico adecuado.

Perspectivas

Aunque se han innovado las técnicas y métodos para el diagnéstico de enfermedades
mitocondriales, aun queda mucho trabajo por explorar, especialmente en nuestro pais
donde son pocos los laboratorios e instituciones que se encargan de diagnosticar e
investigar mutaciones asociadas a estas patologias. En el contexto de la hipoacusia,
sindromes y enfermedades neurodegenerativas a las que se han asociado mutaciones en
el mtDNA, es vital avanzar en estas areas.

Es por ello que este trabajo, a pesar de sus limitaciones al enfocarse en un tamafo pequefo
de pacientes, proporciona una base importante para destacar la necesidad en el diagndstico
de las enfermedades mitocondriales. Ademas, al implementar tecnologias avanzadas como
la secuenciacion Sanger y NGS al ofrecer una cobertura del genoma mitocondrial completo,
deberia implementarse en estudios a gran escala, con el fin de obtener una mejoria en la
representatividad de los resultados.
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Adicionalmente, al integrar todos estos factores, no solo facilitan un diagnéstico oportuno y
preciso, sino que también son la pauta para un asesoramiento genético adecuado para las
familias afectadas y el desarrollo de enfoques terapéuticos personalizados.

Por lo tanto, se espera que este trabajo contribuya a un mejor manejo y entendimiento de
las enfermedades mitocondriales, tanto en el ambito clinico como cientifico.
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Anexos

Cuestionario y carta de consentimiento informado

Estado de México, a 24 de noviembre de 2019
Asunto: Consentimiento informado para la donacién de epitelio bucal como parte de un estudio genético.
PARTICIPANTE VOLUNTARIO.
Yo: autorizo voluntariamente mi participacién dentro del estudio
genético, que implica la toma de muestra de células epiteliales de la mucosa bucal y la proporcién de datos
clinicos personales, asi como el uso de la informacién derivada del procesamiento de estos datos. Se
recibié la informacion pertinente de la técnica de extraccion de la muestra, ademas de la finalidad de dicho
procedimiento y su uso exclusivo con fines de investigacion, de acuerdo a la Ley General de Proteccién
de Datos Personales y las normas internacionales de los datos genéticos humanos, garantizando asi la
privacidad de mis datos.

Edad: Sexo M F  Ocupacién:

Embarazo Si No Hijos: Si No ¢Cudntos?

¢Padece alguna enfermedad? Si No ¢Cual?

¢Realiza alglin deporte? Si No ¢Cudl? Horas a la semana que lo practica
¢Consume algin medicamento? Si ¢Cual?

No

Peso: Altura: IMC (indice de Masa Corporal):

Presién arterial:

Favor de responder el siguiente cuestionario, lea las instrucciones y cada pregunta con cuidado antes de
responder.

Si (4) Algunas veces (2) No (0)

¢Alguna vez se ha sentido avergonzado al conocer personas, debido a
problemas para oir?

¢Los problemas para oir le hacen sentir frustrado al hablar con miembros de
su familia?

¢Tiene dificultad para oir cuando alguien le habla en voz baja?

¢Alguna vez ha tenido limitaciones debido a problemas para oir?

¢Los problemas para oir le han causado dificultades al visitar amigos,
parientes o vecinos?

¢Los problemas para oir han hecho que vaya menos seguido de lo que le
gustaria a actos sociales o servicios religiosos?

¢Los problemas para oir han causado discusiones con miembros de su
familia?

¢Los problemas para oir le causan dificultad para entender los programas de
television o radio?

¢Cree que su problema para oir limita su vida personal o social?

¢Un problema para oir le causa dificultad cuando va con amigos o parientes
a un restaurante?

Total de puntos:
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Estudio del material genético
Objetivo general: Extraer material genético a partir de muestra bucal mediante técnicas moleculares para
realizar la caracterizacion de esta y relacionarlo con diversas patologias de origen genético.
Procedimientos de estudio: Se requiere la toma de una muestra de epitelio bucal mediante la técnica de
enjuague con solucién de sacarosa 3%
Al realizar la toma de muestra puede presentarse el siguiente inconveniente:

- lrritacién de la mucosa después del procedimiento. Fuera de eso, no representa ningun riesgo

para su salud o su integridad.

Las muestras obtenidas seran analizadas en el laboratorio de Citogenética por estudiantes de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan perteneciente a la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
ubicada en el Estado de México.

Si usted esta de acuerdo, la parte de la muestra no utilizada en el estudio se almacenara en un biobanco.
Un biobanco consiste en el almacenamiento de las muestras en condiciones adecuadas de temperaturas
para realizar otros estudios en el futuro, relacionados con caracteristicas genéticas que pudieran estar
asociadas con diabetes, hipertensién, hipoacusia, depresion.

El biobanco en el que se conservaran sus muestras estara ubicado en la misma facultad; las muestras
seran etiquetadas con un nimero de folio y no con su nombre, para asegurar la confidencialidad de sus
datos personales y se conservaran en el biobanco indefinidamente y posteriormente seran destruidas
cuando ya no se requieran.

Beneficios: No hay un beneficio directo para usted por proporcionar estas muestras ni por la informacion
genética que se genere, pero estos datos ayudaran al estudio del material genético y su relacién con
diversas patologias.

Participacion Voluntaria/ Retiro del estudio: Su participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de decidir qué muestras son las que estd de acuerdo en
proporcionar o de negarse a participar o de retirar su participaciéon en el estudio en el momento en que
desee. Podra solicitar también que se retiren sus muestras del estudio sin que ello implique ningun tipo de
consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al investigador/a responsable del estudio Maestra en Ciencias
Maritere Dominguez Rojas al correo electréonico maritere.dominguez@cuautitlan.unam.mx

Por favor marque cada uno de los recuadros de abajo para indicar su decision
D Mis muestras/informacién genética puede ser utilizada solo para este estudio

D Mis muestras/informacion genética puede ser utilizada para este estudio y para
investigacion futura

D Mis muestras pueden ser almacenadas en un banco de muestras/ biobanco, por el tiempo
mencionado en este documento

Si usted entiende la informacién que se le ha dado en este formato, esta de acuerdo en participar en este
estudio de manera total o parcial y también esta de acuerdo en permitir que su informacién de salud sea
usada como se describi6 antes, entonces le pedimos que indique su consentimiento para participar en este
estudio.

Firma del participante o tutor Firma testigo 1 Firma testigo 2
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