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Resumen:

Las enfermedades mitocondriales (EM) forman un grupo extenso de entidades multisistémicas
con diversas presentaciones clinicas, generada por la disfuncién mitocondrial, pudiendo
presentarse en cualquier rango etario. El abordaje de estas enfermedades requiere de seis pilares
diagnosticos: clinico, laboratorio, imagen, histopatologico, bioquimico funcional y genético.
Llegar al diagndstico de estas enfermedades es complejo y costoso. La dificultad radica en que
la presentacion clinica es diversa, y no existe disponibilidad de las herramientas diagndsticas
apropiadas para cada caso en forma generalizada en los servicios de salud.

Nos planteamos como objetivo realizar una bisqueda bibliografica sobre el espectro clinico de
las EM vy la paraclinica que actualmente se utiliza para valoracion y diagnéstico definitivo a
nivel internacional y en nuestro medio, surgiendo la necesidad de elaborar una guia diagnostica,
que tenga en cuenta las recomendaciones internacionales y la informacion recabada en
entrevistas realizadas a especialistas en Uruguay, generando un algoritmo, que puede llegar a

contribuir a futuros diagnosticos de forma mas efectiva, rentable y precoz.

Palabras claves: Enfermedades mitocondriales, diagndstico, fenotipo, genética, algoritmo.

Introduccion:

Las mitocondrias cumplen diversas funciones donde pueden generarse alteraciones,
destacandose el déficit en la generacién de energia, por disfuncién de la cadena respiratoria.
Esta cadena se encuentra localizada en la membrana mitocondrial interna, donde estd compuesta
por cinco complejos, que son responsables del transporte de electrones para la fosforilacion
oxidativa generadora de adenosin trifosfato (ATP), principal molécula energética del organismo.
Las proteinas que forman parte de los complejos tienen origen tanto en el ADN nuclear (ADNn)
como en el ADN mitocondrial (ADNmt), pudiendo verse afectada por alteraciones en
cualquiera de estos.

Las presentaciones clinicas de estos trastornos suele ser variada, observandose principalmente
alteraciones en drganos con grandes gastos energéticos como serian el corazon, el sistema
nervioso central (SNC), musculo esquelético, entre otros. Esta diversidad clinica depende de la
alteracion genética o falla molecular que se produzca, pero a su vez en el ADNmt existen tres
fenémenos denominados heteroplasmia, segregacion mitotica y efecto umbral que condicionan
la presentacion clinica de cada paciente. Todo esto se detalla a lo largo del trabajo.

Cuando se habla de EM resulta complejo estimar una prevalencia real del niamero de afectados a
nivel mundial, su dificil diagnostico, su escaso conocimiento por el personal de salud, altos

costos en diagnosticos genéticos y formar parte del grupo considerado "enfermedades raras"



(Definidas por la Unién Europea "Cuando el nimero de personas afectadas es menor a 5 cada
10000 habitantes"®) parecen ser determinantes que afectan los valores estadisticos. En un
estudio realizado en el 2004 en el cual se combinaron estudios epidemiol6gicos de Inglaterra,
Finlandia, Suecia y Australia sugiere que al menos 1 de cada 5000 pacientes tiene una
enfermedad mitocondrial 2 Sin embargo hoy en dia se considera que las EM son sub
diagnosticadas, siendo mas frecuentes de lo que se pensaba 3.

Historia de las enfermedades mitocondriales:

Salvatore DiMauro (Director, H. Houston Merritt Clinical Research Center) fue uno de los
pioneros en la investigacion vinculada a enfermedades moleculares, y divide la historia en dos
eras, por un lado, la era pre-molecular y por otro la era molecular.

La era pre-molecular abarca la descripcion de EM segin su manifestacién clinica, biopsia
muscular y criterios bioguimicos en los que era dificil realizar una clasificacion genética como
existe hoy en dia *.

Los primeros descubrimientos relacionados a enfermedades mitocondriales datan de 1962 donde
se realiza la primera descripcién de un paciente con hipermetabolismo de origen no tiroideo, y
se demostr6 un trastorno en la organizacién de las enzimas mitocondriales a través de muestras
de musculo esquelético °.

Los estudios bioquimicos comienzan en la era de los 70 en la que se logré identificar distintos
tipos de deficiencia a nivel de las enzimas mitocondriales como la deficiencia del complejo
piruvato deshidrogenasa identificada en un nifio de 8 afos donde se encontraron valores
anormales de &cido pirtvico en muestras sanguineas ®

En 1985 se propone una clasificacion bioquimica de estas enfermedades que eran divididas en
tres grupos segun el metabolismo mitocondrial afectado y hacen referencia a que el masculo no
es el Unico érgano comprometido, ya que hasta ese momento se considera a las enfermedades
mitocondriales como "miopatias mitocondriales" 7.

La era molecular comienza en 1988 con el primer hallazgo de una mutacion patogénica del
ADNmMmt donde se descubre una delecién simple en el ADNmt en pacientes con miopatia de este
origen a través de un estudio de enfermos adultos, en el que concluyeron que la pérdida de
ciertos ARNt (acido ribonucleico de transferencia) afecta la sintesis de ciertas subunidades de la
cadena respiratoria &,

Por medio de diversas investigaciones genéticas se fueron identificando los distintos patrones
que pueden manifestarse en una enfermedad mitocondrial. Segun Steven Pavlakis "la
heterogeneidad en las mutaciones del ADNmt y la distribucién variable que existe en cada

tejido es lo que genera los distintos fenotipos clinicos" °.



Actualmente han aumentado las publicaciones relacionadas con este tema, desde que surgen
técnicas de biologia molecular conocida como el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) .
Los estudios cientificos se estan focalizando cada vez méas en el compromiso de la funcion
mitocondrial, no solo por las deficiencia energética (nivel de la fosforilacién oxidativa), sino
que las disfuncion mitocondrial se encuentran involucradas en patologias como: el cancer, la
respuesta de la inmunidad innata y en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson,

Alzheimer y Huntington 1,

Estructuras y funcion mitocondrial:
La mitocondria es un organulo que se encuentra en el citosol celular formada por una doble
membrana (externa e interna, separadas por un espacio intermembranoso) que rodea una matriz.
La funcién primordial es la de generar energia en forma de ATP (adenosina trifosfato), siendo
este el combustible celular para todas las reacciones organicas.
En la mitocondria suceden varias reacciones claves para llevar a cabo numerosas funciones
metabolicas (ciclo de Krebs, beta oxidacién, etc.), esta tiene un papel protagénico en la
generacién de energia celular, pero también es un eslabon clave de la muerte celular
programada (apoptosis) y en el mantenimiento de la homeostasis del calcio. Las mitocondrias
frente a un dafio del transporte de electrones aumenta la capacidad de formar especies reactivas
del oxigeno a nivel de la cadena respiratoria produciéndose dafio nitro-oxidativo celular y el
dafio ain mayor de la propia mitocondria. A nivel de las células humanas y en condiciones
aerdbicas (presencia de oxigeno), la formacion de ATP requiere de la degradacion oxidativa de
glicidos, lipidos y aminoécidos, los cuales convergen en una etapa final, denominada
“respiracion celular”, en la que los electrones derivados del catabolismo de las macromoléculas
ya nombradas, fluyen por la cadena de transporte de electrones en la membrana mitocondrial
interna, hasta la reduccion del oxigeno y formacion de agua. El transporte de electrones aporta
la energia necesaria para la formacion de un gradiente quimico (protonico H+) que al disiparse
(a favor de su gradiente de concentracion) por la ATP sintasa se produce la sintesis de ATP
(fosforilacion oxidativa) 2.
Son cinco los complejos enzimaticos formados por proteinas?e:

e Complejo I (NADH-coenzima CoQ reductasa)

e Complejo Il (succinato-CoQ reductasa)

e Complejo Il (ubiquinona-citocromo C reductasa)

e Complejo IV (citocromo C oxidasa (COX)

e Complejo V (ATP-sintetasa).



Ademas de los cincos complejos existen dos moléculas que actian a modo de nexo de unién o

lanzadera, la coenzima Q (ubiquinona) y el citocromo ¢, como se ilustra en la figura 1.
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Figura 1: Cadena transportadora de electrones. Lehninger Principles of Biochemistry. Sixth Edition,
2013.

A nivel estructural las mitocondrias necesitan de un correcto ensamblaje de sus proteinas, que
en su génesis depende de una correcta sintesis y acoplamiento. Las proteinas mitocondriales son
codificadas por genes del ADN mitocondrial, y por genes del ADN nuclear que codifica
proteinas que se importan a la mitocondria. Especificamente el ensamblaje de la maquinaria de
la fosforilacion oxidativa, requiere de 37 genes del ADN mitocondrial y de 1500 genes del ADN
nuclear. Este origen dual de las proteinas mitocondriales es un proceso complejo y altamente
regulado *°.

No menos complejo que el ensamblaje, es el mantenimiento y la dindmica mitocondrial, porque
estos organulos no presentan una posicion fija citoplasmatica, se mueven constantemente
coordinadas por el citoesqueleto y su numero especifico puede variar segun el requerimiento
celular, ya que estas se fusionan (uniéon de dos mitocondrias) y fisionan (division de una
mitocondria en dos), de acuerdo a las necesidades de la célula y/o la remocion de las
mitocondrias disfuncionales. Este crecimiento o division de mitocondrias preexistentes se
conoce como “biogénesis mitocondrial”, proceso que se activa bajo estrés ambiental (ejercicio,
frio, restriccion caldrica, estrés oxidativo etc.)™.

El mantenimiento o recambio mitocondrial es un proceso continuo e importante en la restitucion
de las mitocondrias que se dafian y al igual que la biogénesis son procesos regulados y

controlados por multiples factores de transcripcion y coactivadores transcripcionales .



Disfuncion mitocondrial:

La alteracién tanto en el ensamblaje, como en el recambio generan disfuncion mitocondrial que
favorece patologias con diversas bases metabolicas.

La disfuncion mitocondrial es la alteracion funcional de la mitocondria, que no le permite
responder a las necesidades celulares normales. Esta disfuncion se puede dividir en dos tipos:
primaria y secundaria *®.

La disfuncion primaria es producto de la mutacion en un gen codificado por el ADNmt, 0 en un
gen codificado por el nicleo para una proteina mitocondrial o incluso una mutaciéon inducida
por una toxina que actlia selectivamente en la mitocondria *.

Si bien las enfermedades que implican mutaciones mitocondriales se transmiten de la madre a
todos sus hijos, ya que el 6vulo es el que aporta las mitocondrias al embrion, las mutaciones en
los genes nucleares que codifican para proteinas mitocondriales también llevan a un amplio
rango de defectos mitocondriales que pueden alterar el ensamblaje, la dindmica y/o la funcién
metabolica de las mitocondrias?®.

La disfuncién mitocondrial secundaria es la consecuencia de procesos patolégicos que
comprometen en segunda instancia la actividad mitocondrial. Por ejemplo, el estrés oxidativo
generado por un proceso de isquemia-reperfusion lleva a la disfuncién mitocondrial de las
células del miocardio. Muchas otras patologias que afectan el equilibrio celular normal tiene
como causa final comun la disfuncién mitocondrial *.

Las patologias mitocondriales tanto primarias como secundarias, impactan sobre las funciones
claves de metabolismo mitocondrial pudiendo producir en primera instancia una disminucion
del aporte energético (alteracion en la sintesis de ATP), un aumento del dafio oxidativo,
alteracion en la homeostasis de calcio. La disfuncion mitocondrial puede inducir la apertura del
poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPm), produciéndose la liberacion de
factores proapoptoticos y lo que desatara el proceso de apoptosis (muerte celular programada,

por dafio irreversible) 6.

Enfermedad mitocondrial:

Las enfermedades mitocondriales son alteraciones de la funcion de las mitocondrias, que
pueden afectar a numerosos 6rganos. Los requerimientos energéticos y el nimero de
mitocondrias presentes en estos 6rganos, condiciona cuan precoz son las alteraciones y la
magnitud de las mismas *°.

Son un grupo heterogéneo, con diferentes presentaciones, variando desde enfermedades fatales
en el recién nacido, disfunciones de 6rganos con alto consumo energético, como el sistema

nervioso central (SNC), corazon o musculo esquelético, o también pudiendo presentarse como



enfermedades degenerativas en la adultez.

Estas alteraciones son susceptibles de aparecer en todos los periodos de la vida, aunque algunas
afectaciones se atribuyen al recién nacido y al nifio y otras aparecen con mas frecuencia en el
adolescente o en el adulto.

En un intento de clasificacion de las enfermedades mitocondriales se puede tener en cuenta
aspectos bioquimicos o genéticos, sabiendo que es muy dificil que ambas clasificaciones se
correlacionen con la clinica ya que una misma anomalia bioquimica o molecular se asocia con
diferentes manifestaciones clinicas, y a su vez la misma sintomatologia clinica puede obedecer a
diferentes anomalias bioquimicas o moleculares . Por otro lado, la severidad de la afectacién
clinica no se correlaciona con la intensidad de la alteracién metabolica, teniendo en cuenta que
un érgano con una disfuncion metabdlica puede encontrarse clinicamente silente por un periodo
de tiempo hasta que las demandas energéticas aumentan y en un momento determinado puede
manifestar su disfuncion con la evolucion del proceso.

Bioguimicamente se pueden clasificar en defectos de la oxidacion de los &cidos grasos, defectos
del metabolismo del piruvato (piruvato carboxilasa y piruvato deshidrogenasa), defectos en el
ciclo de Krebs, defectos en el acoplamiento oxidacion-fosforilacion y defectos de la cadena
respiratoria mitocondrial (complejos 1-V y deficiencia primaria de CoQ: coenzima Q10) 2 318,

A nivel genético se divide en alteraciones del ADNmt como las deleciones, duplicaciones o
duplicaciones/deleciones y las mutaciones puntuales (herencia materna).

Por otro lado, las alteraciones del ADN nuclear, con alteracion de los genes nucleares que
codifican proteinas mitocondriales de los complejos enzimaticos, proteinas que participan en la
importacion de proteinas mitocondriales, en la comunicacion inter-gendmica y en la
motilidad/fusién/fision mitocondrial 8

Muchas veces los especialistas como cardiologos, gastroenterélogos, neurélogos y oftalmélogos
son los que contactan por primera vez con estos pacientes debido a su diversidad clinica *°.

Esta revision se focaliza en la aproximacion diagnostica en las enfermedades mitocondriales de
origen primario tanto por afectacion del genoma mitocondrial como nuclear, en una franja etaria
de 1 a 10 afios de edad. Se encuentran reportadas en la literatura un gran nimero de articulos en
donde se analizaron muestras infantiles por debajo del afio, describiendo las manifestaciones
clinicas mas frecuente como encefalopatia y trastornos del aprendizaje, seguidas de debilidad
muscular, sin ser frecuentes la configuracion de un sindromes clinicos caracteristicos 2.

En la presente revision se incluye un rango de edad méas grande, en donde es mas frecuente la
presentacion sindromatica clasica que la no clésica, predominando sindromes como el de
MELAS, MERRF, NARP y LEIGH, MNGIE, Pearson y PLOG, como se ve en la imagen

propuesta por la asociacion espafiola de pediatria:



Tabla IV. Principales signos, sintomas y sindromes especificos en relacién con la edad.

RN 6 prenatal - 1 mes

1 mes - 1 afio

1 anos - 10 afios

10 anos - 20 afios

Sintomas o signos
principales

- Cualquiera puede ser
el de presentacion.

- Alislados o

Hipotonia central o
periférica
Encefalopatia
Defecto crecimiento
Insuficiencia hepatica

Debilidad miopatica
Retraso psicomotor
Defecto crecimiento
Trastorno hematoldgico
Regresion neurologica

Debilidad miopética
Intolerancia ejercicio
Ptosis palpebral
Oftalmoplejia
Regresion neurologica

Debilidad miopética
Intolerancia ejercicio
Oftalmoplejia
Convulsiones
Atrofia 6ptica

Miocardiopatia

combinados en Miocardiopatia Convulsiones Convulsiones Retinitis pigmentaria
distintas asociaciones. | Trastorno alimentario | Trastorno Defecto crecimiento Regresion neurologica
Trastorno hematoldgico | gastrointestinal Retraso psicomotor Miocardiopatia
Dismorfia facial Coma Ataxia Migrana
Hipoventilacion Alteraciones oculares | Diabetes Ataxia
Apneas Miocardiopatia Hipoacusia
Convulsiones Disfuncion neuroldgica | neurosensorial
Microcefalia intermitente
Ptosis palpebral Hipoacusia
neurosensorial
Retinitis pigmentaria
Trastorno hematoldgico
Sindrome malabsorcion
Otros trastornos
endocrinos
Sindromes principales Leigh MERRF CPEO
MILS MELAS LHON
Alpers Kearns-Sayre MERRF
Pearson NARP MELAS
Déficit benigno de la MNGIE Kearns-Sayre
CIT-C oxidasa CPEO MNGIE
Pearson NARP
Miopatia Leigh

Tabla 1:Leigh: Encefalomielopatia necrosante subaguda; MILS: Sindrome de Leigh con herencia

materna; Alpers: Polidistrofia con crisis convulsivas recalcitrantes; MERRF: Encefalopatia mioclonica

con RRF; MELAS: Encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y accidentes vasculares

cerebrales; Kearns-Sayre: Oftalmoplejia externa progresiva, retinitis pigmentaria y al menos 1 de:

sindrome cerebeloso, hiperproteinorraquia o bloqueo cardiaco, con inicio antes de los 20 afios; NARP:

Neuropatia sensitivo-motora, ataxia y retinitis pigmentaria; MNGIE: Neuropatia gastrointestinal

mitocondrial con encefalopatia; CPEO: Oftalmoplejia externa progresiva, con o sin ptosis palpebral;

Pearson: Anemia sideroblastica, neutropenia, trombopenia e insuficiencia pancreética exocrina; LHON:

Atrofia 6ptica hereditaria de Leber. Asociacion Espafiola de pediatria 2,

Diagnéstico de la enfermedad mitocondrial:

Dado la amplia y diversa presentacion clinica nos parece oportuno citar un algoritmo (Fig. 2)

que intenta simplificar los seis pilares diagndsticos fundamentales ante la sospecha de una EM,

en este algoritmo,

los autores combinan hallazgos clinicos, de laboratorio, imagen,

histopatoldgicos, bioquimicos funcionales y genéticos.

A nivel clinico, es necesario resaltar la aplicabilidad de la escala de Wolf modificada (Fig.3),




donde se observa que los signos y sintomas indicativos de afectacion muscular, del sistema
nervioso central y multisistémica sumado a los hallazgos en las pruebas de laboratorio,
bioguimicas funcionales e histopatoldgicas, permite evaluar la probabilidad de disfuncion
mitocondrial 2°.

Una posible herencia materna puede sospecharse en ocasiones por la presencia de "signos
blandos", como talla corta, sordera y migrafias en miembros de la rama materna. 2.

De forma general ante la sospecha de un cuadro compatible con un proceso de disfuncion
mitocondrial en uno o mas tejidos, se requieren de examenes complementarios que permitan
aproximarse al alcance de las mismas 2.

La prueba de laboratorio mas reconocida es la acidosis lactica, en donde la disminucion de la
produccién de ATP por disfuncion en la cadena respiratoria, dan lugar a glucdlisis anaerobia,
con sobreproduccion de piruvato. El piruvato puede sufrir una reaccién de transaminacion y
formar alanina, o reducirse a lactato.

La acidosis lactica se encuentra hasta en un 50% de los pacientes con mutaciones del ADN
mitocondrial, pero los trastornos mitocondriales causados por mutaciones del ADNmt sélo
representan un <10% de las EM 23,

Cuando la acidosis lactica esta presente, debe tenerse en cuenta que no es especifico de los
trastornos mitocondriales. El lactato venoso elevado se puede observar con estasis venosa,
hipoxia, hipoperfusion, disfuncion hepatica, insuficiencia renal, toxicidad de farmacos,
enfermedades neurodegenerativas, sepsis, espasticidad, hiperinsulinismo, deficiencia crénica de
tiamina, convulsiones y muchos otros trastornos metabélicos. .

A nivel arterial una elevacion superior a 10 de la relacion entre el lactato y el piruvato sugiere la
busqueda de una alteracion metabélica. Cabe recordar que en condiciones normales, el valor de
referencia para el lactato en sangre es de 4.5 a 19.8 mg/dL (0.5 a 2.2 mmol/L). Z.

Los defectos en la funcion mitocondrial, pueden producir desérdenes metabdlicos,
encontrandose niveles alterados del piruvato, aminoacidos plasmaticos, acidos organicos, perfil
de acilcarnitina y &cidos organicos en orina. Los valores normales no descartan el posible
diagndstico de EM. En el LCR se pueden encontrar valores levemente aumentados de lactato,
resultando ser mas fiables que los estudios en sangre venosa ya que estos pueden demostrar
cifras normales cuando no lo son %,

En cuanto al pilar imagenoldgico, se debe mencionar que la imagen cerebral puede ser normal,
o0 puede mostrar multiples anomalias caracteristicas.

Las tomografias computarizadas (TAC) puede mostrar calcificaciones puntiformes, sobre todo

en ganglios basales y/o cerebelo.
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La resonancia magnética (RM) puede encontrar en T2 patrones especificos, como lesiones en
los nacleos grises de la base, lesiones en sustancia blanca, otros pueden presentar atrofia
cerebelar y Stroke que no pertenecen al territorio vascular 2°. Por su parte los estudios
histopatoldgico, cuenta con una herramienta, que permite precisar la acumulacién de
mitocondrias en el sarcolema, como el microscopio Optico, lo que se considera uno de los
hallazgos orientadores de la EM %, usando la técnica de tricrémica de Gomori para identificar
las Fibras Rojas Rasgadas #. Si es combinado a estudio de bioquimica funcional pueden
potenciar su diagndstico, si este muestra un aumento del nimero de fibras negativas a la prueba
de citocromo oxidasa 2°. Un dato relevante es que se ha demostrado que este tipo de estudios se
detecta en pacientes con ADNmt mutado 2. En este mismo pilar la microscopia electrénica es
importante en la evaluacion de sospecha de trastornos mitocondriales, donde suele existir entre
un 30% a 40% de anomalias ultraestructurales 26, Los hallazgos ultraestructurales incluyen un
aumento del ndmero mitocondrial o del tamafio, aumento de lipidos, gotas de glucogeno,
aumento de la matriz mitocondrial, crestas anormales e inclusiones paracristalinas 2.

Cambios ultraestructurales similares a nivel mitocondrial pueden observarse en una variedad de
otras condiciones, incluyendo distrofias musculares, atrofia neurogénica, miopatias
inflamatorias, tratamiento con terapia antirretroviral, uso cronico de esteroides, envejecimiento
u otros trastornos metabdlicos.

Al igual que con la microscopia 6ptica normal, la microscopia electrénica normal no elimina la
posibilidad de un trastorno mitocondrial.

La biopsia muscular, enmarcada dentro del pilar histopatoldgico, consiste en tomar una muestra
de musculo que bien puede ser de las extremidades, o utilizar cuadriceps femoral o deltoides.
Luego se realiza un ensayo histoquimica funcional . Uno de los resultados caracteristicos es la
disminucién de la actividad en citocromo oxidasa (COX) o complejo IV de la cadena
respiratoria. %’.

La deficiencia de COX en las fibras, se acompafia de una prueba de la Succinato
deshidrogenasa (SDH) o Complejo Il. Si ambos estudios son positivos aumentan la sensibilidad
y especificidad del diagndstico . Debemos tener en cuenta que las proteinas que forman parte
del complejo 11 son codificadas en forma exclusiva por el ADNn, a diferencia del resto de los
complejos, que son codificados por ambos ADNn y ADNmt.

El ultimo pilar en la basqueda del diagnostico de la EM, son los estudios genéticos, que seran
guiados en base a los hallazgos de la biopsia muscular y prueba para COX negativa (sugerente
de una mutacion del ADNmt) o disminucién en la actividad de la COX (sugiere mutacion en el

ADN nuclear, presente en todas las células musculares). Existiendo casos donde solo se afecta
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un complejo, que disminuye su actividad y las mutaciones pueden ser tanto en el ADNn o en el
ADNmt %

Entre los posibles resultados se encuentran alteraciones aisladas en la cadena respiratoria hasta
maltiples defectos en ella. Teniendo en cuenta cada resultado obtenido va a depender la
profundidad y estudios a solicitar. Segin el complejo que se encuentre afectado van a ser las
mutaciones de los genes a buscar. Cuando los resultados indican una disfuncién de los
complejos I-11 o I-111 hay que tener en cuenta los déficits de coenzima Q10, los cuales pueden
Ilegar a ser reversibles con suplementacion oral 7.

El diagnéstico genético se basa en el estudio del ADN mitocondrial y genes nucleares que
pueden demostrar distintas formas de herencia. Actualmente el uso de Secuenciacién de
Proxima Generacion (NGS: Next generation sequencing) es la tecnologia utilizada en
investigacion que permite secuenciar todo el genoma mitocondrial 2. En las EM las
evaluaciones actuales muestran que se puede realizar un diagnéstico mediante esta técnica.
Incluye el andlisis de secuenciacién y supresion de un nimero de genes nucleares vinculados a
enfermedad mitocondrial, el analisis de “microarray” para estudios en el nimero de copias de
anomalias cromosémicas y el analisis completo del ADNmt como se describe anteriormente 2°.
Secuenciacién de Exones (WES) también pertenece a la nueva era de tecnologia genética NGS,
utilizado en la busqueda de alteraciones en el ADNn (implicado en el 80% de la disfunciones
mitocondriales) %°. Las regiones que codifica un gen estan comprendidas dentro del exén, que
representan aproximadamente un 2% de todo el genoma, donde puede ser utilizado para
focalizar el analisis de estas secuencias que pueden demostrar mutaciones patolégicas en un
determinado individuo®. El estudio permite identificar la mutacion del exén que puede tener un
solo paciente. Las limitaciones que se encuentran en este estudio es que no tiene la capacidad de
una secuenciacion completa, por otro lado en los casos que no se identifiquen las variantes
patogénicas se puede volver a realizar ya que el analisis de un exén no es concluyente.

Los autores del algoritmo previamente mencionado, confirman la utilidad del mismo,
estableciendo “un rendimiento diagnostico molecular de un 51%”, lo que repercute en una

mejor relacion costo-efectividad de los estudios genéticos 2°.
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Figura 2: Algoritmo de seleccion de estudios moleculares para el diagnostico etiopatogénico de la
enfermedad mitocondrial. Diagnosis of mitochondrial diseases: Utility of a clinical-molecular approach
systemized incorporating high performance sequencing 2° .

POLG: Polimerasa gamma; LHON: Neuropatia Optica hereditaria de Leber; MERRF: Epilepsia
miocldnica asociada a fibras rojas rasgadas; MELAS: Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y
episodios de like stroke; CPEO: oftalmoplejia crénica progresiva externa; KSS: sindrome de Kearns-

Sayre; NARP: Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa; NGS: Next generation sequencing.
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1.Signos y sintomas clincos (1punto por sintoma,maximo 4 puntos)

Afectacion muscular (max 2 puntos) Afectacion SNC (max 2 puntos) Afectacion multisistémica (max 3 puntos)
Oftalmoplegia® Retraso madurativo Afectacion hematologica
Facies miopatica Pérdida de pautas madurativas  Disfuncién gastrointestinal
Intolerancia al ejercicio Episodios stroke-like Disfuncion endocrinoldgica
Debilidad muscular Migrafia Afectacion cardiaca
Rabdomiolisis Convulsiones Afectacion renal
EMG patoldgico Mioclonias Hipoacusia
Ceguera cortical Neuropatia
Signos piramidales Recurrencia familiar

Signos extrapiramidales
Afectacion tronco encéfalo

Il. Estudios complementarios (maximo 4 puntos)
Aumento de lactato”

Aumentado cociente lactato/piruvato

Aumento alanina”®

Aumento lactato en LCR*

Aumento alanina en LCR*

Aumento proteinas en LCR

Aumento excrecion acidos tricarboxilicos en orina*
Aciduria etimalénica

Imagenes compatibles con stroke-like en IRM
Imagenes compatibles con leigh en IRM*
Aumento de lactato en espectroscopia por RMN

lll. Histopatalogia (maximo 4 puntos)

Fibras rojo-rasgadas®™ (mas del 2% en sujetos de 30 a 50 afios y cualquier numero en
menores de 30)

Fibres COX negativas** (mas del 2% en menores de 50 afios)
Reduccion en tincion COX**

Reduccion en tincion SDH
Vasos positivos para SDH

Mitocondrias anormales en la microscopia electrénica

Total:1 punto, desorden mitocondrial poco probable;2 a 4 puntos, desorden mitocondrial posible;5 a 7 puntos, desorden
mitocondrial probable;8 a 12 puntos, desorden mitocondrial definido.
*Estos hallazgos suman 2 puntos cada uno ** Estos hallazgos suman 4 puntos cada uno

Figura 3: Criterios de probabilidad de disfuncion mitocondrial a partir de datos clinicos y de estudios
complementarios. Modificada de Wolf. Diagnosis of mitochondrial diseases: Utility of a clinical-

molecular approach systemized incorporating high performance sequencing 2° .

Agrupacién sindromatica:

Existen sindromes clinicos bien definidos, que caracteristicamente estan dotados de una
formidable heterogeneidad en sus manifestaciones, lo que en parte es condicionada por tres
fendmenos denominados heteroplasmia, segregacion mitotica y efecto umbral.

Cada tejido requiere un determinado numero de mitocondrias totales afectadas para que se
exprese el fenémeno patolégico. Fenotipicamente una mutacién patogénica del ADNmt no
actua de acorde a las leyes mendelianas, ya que depende del balance entre el ADNmt normal y
el ADNmt mutado que existen entre las células de un tejido en particular (heteroplasmia). El
efecto umbral hace referencia a la minima proporcién de ADNmt mutado capaz de alterar el
metabolismo oxidativo para que produzca la disfuncién de un érgano o tejido. Es por eso que
los sintomas que afecten a un sistema, Organo o tejido puede ser reflejo de disfuncion

mitocondrial. Especialmente se describen los trastornos multisistémicos progresivos, que afecta
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en proporcion y cronologia variable al SNC, sistema nervioso periférico, ojos, audicion,
musculatura estriada y corazén como muy sugerentes de enfermedad mitocondrial.
Se realiza una breve resefia de los sindromes cléasicos, describiendo sus manifestaciones y la

eventual paraclinica que permitan al clinico orientar el diagndstico hacia una EM.

1. MELAS
Sindrome que se caracteriza por Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios like
Stroke (MELAS). Es una enfermedad que comienza entre 2 y 15 afios *. La mutacion se aloja
generalmente a nivel del ADNmt de transferencia 33,

e Clinica:
Estos pacientes presentan episodios Stroke-like (similares a stroke) antes de los 40 afios,
encefalopatia con convulsiones focales, déficit focal, asociando acidosis lactica, pueden
presentar demencia, cefaleas recurrentes, vémitos, intolerancia al ejercicio y debilidad en
extremidades proximales 3% 32,

e Laboratorio:

Puncion lumbar y sangre: Aumento en concentracion de lactato (acidosis lactica), que aumenta

en el ejercicio moderado y proteinas aumentadas en liquido cefalorraquideo mayor de 100
mg/dL.

e Imagenologia:
RM: durante el episodio de "stroke-like", que muestra hipercaptacion con predominio
parietooccipital, sin claro respeto por los territorios vasculares 3 32,

e Histopatolégico

Biopsia muscular: Caracteristicamente se encuentra la presencia de fibras rojas rasgadas que se

evidencia con el uso de tincién tricrémica de Gomori modificada o "fibras azules rasgadas"
(Permite visualizar colégeno, fibras elésticas de vasos y estructuras nerviosas) generado por
reaccion hiperintensa de tincion histoquimica de "Succinato deshidrogenasa (SDH)". Las fibras
dafadas tifien de rojo, con bordes irregulares y deshilachados.

La mayoria de estas fibras rojas rasgadas tifien positivamente a la actividad de COX citocromo ¢
oxidasa, en cambio en MELAS no reaccionan con Citocromo C oxidasa. Pero es caracteristico
encontrar abundancia mitocondrial en musculo liso y en células endoteliales de vasos
sanguineos intramusculares que se revela mejor con tincién Deshidrogenasa Succinica a los que
son reactivos los vasos sanguineos.

e Bioquimico- funcional:

Estudios de la cadena respiratoria: Defectos en los complejos | y/o IV aunque pueden ser

normales
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e Genético:
NGS: MT-TL1 es el gen del ADNmt responsable en un 80% de los defectos genéticos del
MELAS. El 20% restante de las alteraciones del ADNmt son atribuidas en gran parte a variantes
patogénicas del gen MT-ND5, que codifica la subunidad 5 de NADH ubiquinona
oxidoreductasa. En menor frecuencia se describen en la bibliografia otras variantes que se
identificaron en ADNmt y ARNt 3435,

e Otros estudios:
ECG: Se puede evidenciar cardiomiopatia, pre excitacion o bloqueo incompleto.

Electromiografia y conduccién nerviosa: Son consistentes con la presencia de proceso

miopatico y puede coexistir una miopatia. Las neuropatias son relativamente comunes,

alrededor del 22% de los casos y es a predominio axonal y sensitivo 3* 3¢,

2. MERRF
Epilepsia mioclonica asociada a fibras rojas rasgadas (MERRF) es una enfermedad que puede
aparecer en la nifiez o en la adultez con manifestaciones neuroldgicas diversas . El cerebro es
un 6érgano que genera altas demandas de energia metabdlica, cuando se encuentra bajo
restriccion intracelular de ATP tiende a la formacion de neurotransmisores excitatorios y
degeneracion neuronal con atrofia cerebral y cerebelar que explica las tipicas manifestaciones
neurolégicas. Esta enfermedad es producto de una mutacion en el ADNmt de transferencia
sustituyendo una adenina por una guanina.

e Clinica:
Ataxia, hipoacusia, oftalmoplejia, mioclonia sensible al estimulo, convulsiones, epilepsia, las
que son acompafadas de patrones de fibras rojas rasgadas en el musculo esquelético y acidosis
lactica caracteristicas MERRF *'. La epilepsia es una de las caracteristicas clinicas mas
Ilamativas, también se han descrito casos como defectos endocrinos, tales como la diabetes,
estatura pequefia e hipotiroidismo, asi como enfermedades gastrointestinales, pancreatitis
cronica e fleo paralitico 3 %. A nivel cardiaco pueden encontrarse tanto arritmias y
cardiomiopatias. En la piel se puede manifestar con lipomatosis maltiple y psoriasis *.

e Laboratorio:

Puncién lumbar y sangre: En busca de aumento en la concentracién de lactato y proteinas del

cefalorraquideo como en el MELAS.

e Imagenologia:
RM: Puede mostrar atrofia cerebral y calcificacion de los ganglios de la base. Otra imagen tipica
es la necrosis bilateral del putamen y atrofia en tronco encefalico y cerebelo.

e Histopatologico:
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Biopsia muscular: Se constatan "fibras rojas rasgadas" (FRR) con tricrbmico Gomori

modificado y fibras hiperactivas con SDH. Tanto las fibras rojas rasgadas como las fibras rojas
no rasgadas fallan en la reaccion histoquimica con COX como en el MELAS. En ocasiones
estas FRR no se observan %,

e Bioquimico- funcional:

Estudios cadena respiratoria: se utilizan muestras de musculo esquelético en el cual se

demuestran disminucidn en la actividad del complejo que contiene subunidades codificadas por
ADNmMt, sobre todo aquellas con deficiencia de COX %,

e Genéticos:
NGS: MT-TK, en sus cuatro variantes es el gen mas frecuente involucrado en el sindrome de
MERRF en aproximadamente un 90% de los pacientes .
Southern blot: Como estrategia genética de estudio, inicialmente se evalta el ADN leucocitario
como primer screening para evaluar las 4 variaciones (m.8344A>G, m.8356T>C, m.8363>A,
m.8361G>A). Si estas son excluidas, se pueden buscar alteraciones en otros genes que producen
la variante patogénica de MERRF, como MT-TF, MT-TL1, MT-Tl y MT-TP *

e Otros estudios *:
EEG: En él se pueden registrar descargas generalizadas de espiga y ondas de descarga con
actividad de fondo lento asi como descargas epileptiformes focales.
ECG: Se puede evidenciar patrones de pre excitacion pero el bloqueo cardiaco no aparece como
en los casos de MELAS.

Electromiograma (EMG) vy velocidad de conduccion nerviosa: Se puede encontrar una miopatia

y puede asociarse neuropatia.

3.NARP Yy LEIGH
La Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP) y el sindrome de Leigh se encuentran
asociados al compartir la mutacion de un gen mitocondrial conocido como MT-ATP6. Esta es
una enfermedad neurodegenerativa generada por el déficit energético mitocondrial, en adultos
se presenta como NARP y en los nifios se puede presentar como el sindrome de Leigh que
puede ser letal “°.
El sindrome de Leigh se caracteriza por la aparicion de sintomas entre los 12 meses y 3 afios, se
presenta muchas veces después de una infeccion viral.

e Clinica:
Estos pacientes pueden presentar una regresion en el desarrollo psicomotor, hipotonia,
espasticidad muscular, Corea, ataxia cerebelosa y neuropatia periférica *'. Dentro de las

manifestaciones extra neuronales se pueden encontrar miocardiopatia hipertréfica®.
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e Laboratorio:
Puncién lumbar y sangre: Niveles de lactato aumentado en sangre y LCR (Acidosis lactica)

e Imagenologia:
RM cerebral: Las iméagenes en T2 muestran simetria bilateral hiperintensa en ganglios de la base
y tronco encefalico.

e Bioquimico- funcional:

Medicion de actividad enzimatica: Enzimas como PDH (piruvato deshidrogenasa), se miden en
fibroblastos de piel cultivada y las enzimas de la cadena respiratoria se miden en musculo
esquelético.

e Genéticos:
Se centra en la identificacion de variantes patdgenas en un gen nuclear especifico o la exclusion
de la mutacion del ADNmt. Este sindrome puede dividirse segtin los patrones de herencia “2:

Herencia autosémica recesiva: Incluye mutaciones en genes que codifican enzimas de la

fosforilacién oxidativa y sus factores de ensamblaje con deficiencias desde el Deficiencia
complejo | al complejo IV.

En cuanto a los antecedentes genéticos, los padres de un individuo afectado son heterocigotos
obligatorios, asintomaticos y no corren el riesgo de desarrollar el trastorno.

Herencia ligada al X: En los casos de enfermedad asociado al X hay diversos genes

relacionados como el PDHAL (deficiencia piruvato deshidrogenasa 1), NDUFA1 (sindrome de
Leigh deficiencia Complejo I) y AIFM1 (deficiencia de cadena respiratoria maltiple), existiendo
mas de 50 variantes mutantes que pueden causar sindrome de Leigh aunque son mas raros .

En este caso los antecedentes, los padres del nifio afectado no tendréa sindrome de Leigh ligado
al X, por lo que no requiere evaluacion. La madre de un nifio puede ser heterocigoto, ya que

aproximadamente 25% de las madres de nifios con variante PDHAL son heterocigotos 2.

4. MNGIE
Neuropatia gastrointestinal mitocondrial con encefalopatia (MNGIE) afecta adultos jovenes,
enfermedad autosémica recesiva que se caracteriza por el dafio gastrointestinal que genera.

e Clinica:
Dentro de los sintomas encontramos, dolor abdominal, disfuncion del esfinter que produce
reflujo gastroesofagico, dismotilidad gastrointestinal que genera disminucion del vaciado
provocando megacolon, disfagia, vomitos durante la noche “. Dentro de la afeccion
neuroldgica, se ve neuropatia periférica desmielinizante, debilidad simétrica y distal de
miembros inferiores y leucoencefalopatia 4.

e | aboratorio:
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Proteinas LCR: en busqueda de un aumento significativo de proteinas en el rango de 60 o >100
mg/dL (normal: 15 - 45 mg/dL)
Sanguineo: La acidemia lactica, aumentos de la concentracion sérica de lactato sin cambios en
pH e hiperalaninemia, asi como acidosis lactica con aumentos de la concentracion asociada a
disminucion del pH sanguineo es inusual.

e Imagenoldgico:
RM cerebral: Leucoencefalopatia asintomatica que se observa como materia blanca anormal
difusa (Aumenta en FLAIR o T2)%

e Histopatol6gico:

Biopsia muscular: Los hallazgos que se pueden encontrar son una histologia anormal con fibras

rojas rasgadas evidenciadas con tricrémico de Gomori y defectos en uno o multiples complejos
de la fosforilacidn oxidativa. También pueden observarse masculo normal.

Muestra histoldgica: Se puede tomar muestra biopsia rectal que muestre inclusiones

citoplasmaticas eosinofilicas, que representan mitocondrias anormales, en las células
ganglionares de la submucosa.
Si la muestra es del duodeno puede observarse atrofia muscular focal o ausencia con aumento
del nimero de nervios, granulomas serosos y pérdida focal del plexo de Auerbach con fibrosis.
A nivel del estbmago e intestino delgado, la deplecion del ADNmt, y la proliferacion de estas
mitocondrias mutantes, generan una atrofia de musculo liso que se observan en las capas
externas de la muscular propia de estos érganos *.

e Genético:
Se puede detectar tejido a través de Southern blot y PCR con delecién y duplicacion detectada
en ADN mitocondrial por cuantificacion del ADNmt relativo al ADN nuclear. La variacion de
simple nucle6tido del ADNmt detectado en sangre o tejido, donde muestra la mutacidn genética
responsable en estos casos, que es en el gen TYMP %46,
La enfermedad de inicio tardio ocurre en individuos que albergan variantes patégenas de TYMP

que produce una disfuncién menos severa de Timidina Fosforilasa.

e Otros estudios:
EMG: La neuropatia periférica es desmielinizante en la mayoria de los  casos con disminucion
en la velocidad de conduccidn de nervios motores y sensitivos, Ondas F, latencia prolongada vy

en ocasiones se puede ver blogueo de conduccién parcial 4 4% 46,

5. Sindrome Medular Pancreatico de Pearson

El sindrome medular pancreatico de Pearson afecta los primeros afios de vida.
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e Clinica:
Valores anormales en el hemograma como anemia siderobléstica, neutropenia, trombocitopenia,
vacuolizacion de precursores hematopoyeéticos, aciduria 3-metilglutacénicas, y una disfuncién
en péancreas exocrino. Otras manifestaciones clinicas pueden ser acidosis lactica, falla en el
crecimiento, DM insulina dependiente, disfuncion hepética, disfuncion tubular renal vy
discapacidad neurolégica y muscular 7.
Como se describe, la enfermedad es caracterizada por presentar pancitopenia e insuficiencia
pancredtica exocrina “,

e Laboratorio:

Hemograma, frotis y médula dsea: se destaca la presencia de anemia (refractaria a transfusién),

neutropenia y trombocitopenia. A nivel medular se puede observar sideroblastos anillados que
son normoblastos con depésitos de hierro en las mitocondrias .

Tincién Sudan en heces: Estas detecta excrecion excesiva de grasa en heces "esteatorrea".

Estudio acidos orgénicos en orina: Presencia de 3 MGA-uria (Aciduria 3 metilglutacénica)

e Histopatologia

Biopsia muscular: Disminucién en la actividad enzimatica de los complejos que pueden

presentar distintos defectos en los complejos de la cadena respiratoria

e Genético:
La delecion de ADNmt en estos casos son mas abundantes a nivel sanguineo que en otros
tejidos. Es méas confiable cuando se realiza en el ADN leucocitario por Southern blot. Este
sindrome pertenece junto a Kearns Sayre y PEO (oftalmoplejia externa progresiva), a una

delecion esporadica simple del ADNmt *°,

6. Mutacién en los genes POLG
De los distintos ADN polimerasa °* que habitan dentro de las células existe una holoenzima
conocida como POLG gamma que es esencial para la reparacion y replicacion del ADN
mitocondrial %2, las mutaciones en los genes POLG pueden generar mas de 150 enfermedades lo
que aumenta atn mas la complejidad de las enfermedades mitocondriales.

e Clinica:
Las mutaciones y polimorfismos de los genes que codifican estas proteinas encargadas para la
replicacion del ADN mitocondrial pone de manifiesto diversos fenotipos® como
miocerebrohepatopatia (MCHS), que se presenta en los primeros meses de vida hasta los 3 afios,
se caracteriza por Miopatia o hipotonia, retardo en el crecimiento, demencia y disfuncion

hepatica..
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Otro es el sindrome de Alpers >, que puede presentarse entre los 2 y 4 afios, es una
degeneracion hepatocerebral, en donde la triada clinica representada por convulsiones de tipo
mixto que incluye un componente focal, regresion psicomotriz e infecciones recurrentes
también pueden presentar hepatopatia con falla hepatica aguda.
A estas dos primeros, se le suma las enfermedades de espectro neuropatia ataxica (ANS) *,
ataxia neuropatia con o sin debilidad muscular, que pueden incluir el sindrome de ataxia
mitocondrial recesiva, ataxia espinocerebelosa y epilepsia. Y la epilepsia mioclénica con
miopatia sensorial atdxica (MEMSA), en donde las primeras manifestaciones se observan en el
adulto joven como una polineuropatia sensorial, este trastorno es una superposicion del espectro
miopatico, epilepsia y ataxia sin oftalmoplejia con o sin fibras rojas rasgadas.
Con menor frecuencia se describen otros dos sindromes mas asociados a estos genes, como lo
son la oftalmoplejia externa progresiva autosémica recesiva (arPEQO) y la oftalmoplejia
progresiva autosémica dominante (adPEO) caracteristico en edad adulto *°.

e Imagenologia:
RM cerebral: Esta puede ser normal en un principio, o en un tipo de fenotipo en particular y los
cambios se pueden observar en un periodo relativamente corto de tiempo.

e Histopatoldgicos:

Biopsia muscular: En estos casos puede ser normal

e Bioquimico- funcional:
Los estudios enzimaticos no son suficientemente sensitivos o especificos para el diagndstico de
POLG, por lo que no deben utilizarse para eliminar sospecha de enfermedad mitocondrial.

e Genético:

Secuenciacidn de exones: Dentro de estas la variante patogénica mas comun es el p.Ala4d67Thr

gue se encuentra en casi la mitad de los individuos afectados. Las otras variantes asociadas a
estudios europeos son p.Trp748Ser y p.Gly848Ser®.
Para establecer el diagndstico se requiere identificar 2 variables patoldgicas de POLG (bialélico)
para cada uno de los fenotipos.
La correlacion genotipo fenotipo en estos casos no es posible por las combinaciones patoldgicas
que varian segun el tipo de localizacion de la mutacién que estan asociadas con el espectro
fenotipico y su herencia autosémica recesiva y dominante *.

e Otros estudios:

ECG: Mudltiples enfermedades mitocondriales tienen manifestaciones cardiacas
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Entendiendo lo complejo de la descripcion de estos sindromes y su busqueda paraclinica se
intenta esquematizar los conceptos previamente descritos en la tabla 2.

[Sindrome | Edad de T Manifestaciones dinicas Paraclinica Mutacién
| presentacion | |
MELAS 2:5 afos Stroke-like <40 afos. Gasometria arterial ADN mit de

Encefalopatia con convulsiones parciales TC y/o RNM e
con défich focal (hipercaptacion con transferencia
Acidosis lsctica predominio 3243
Otras manifestaciones menos frecuentes parietooccipital) -MT-TL1
demencia, cefalea recurrente, vomitos, -MT-NDS

["MERRF | Infancia,

adultos

| "Sindrome | 1-3 ahos

de Leigh

[ MNGIE Jovenes

’ Sindrome

Pearson

[ MCHS (hasta los 3 afos)

[ Sindrome de Alpers
{entre 2-4 afos)

| MEMSA

intolerancia al ejerciclo o debifidad en
extremidades proximales

Ataxia

Hipoacusia

Oftalmoplejia

Demendcia

Retardo en el crecimiento

miocionia sensible ai estimuio
lipomas en linea media o paramedia
convulsiones, epilepsia

Acidosis lictica y aumento del lactato en
el LCR

Regresion del desarrolio psicomotor
Hipotonia

Espasticidad muscular

Corea

Ataxla cerebelosa

Neuropatia periférica
Miocardiopatia hipertrofica

Dolor abdominal

Reflujo gastro-esofigico
Dismotilidad gastrointestinal que genera
megacolon

Disfagla

Vémitos nocturnos

Neuropatia periférica

Debilidad simétrica y distal de MMII

Anemia sideroblastica

Neutropenia

Prombopenia

Disfuncion de pincreas enddcrino
Acidosis Hictica

Falta de crecimiento

OM insulinodependiente

Disfuncion hepatica

Disfuncion tubular renal
Discapacidad neuroldgica y muscular

Miopatia

Hipotonia

Retardo en el crecimiento
Demencia

Disfuncién hepitica
Convulsiones

Regresion psicomotriz
infecciones recurrentes
Falla hepitica aguda
Ataxiy, neuropatia
Debilidad muscular
Epilepsia

Ataxis espinocerebelosa

_Ataxia mitocondrial recesiva

Polincuropatia sensorial
Eplepsia
Araxia

Gasometria arterial
Puncién lumbar

TC o RNM: atrofia
cerebral y cerebelar.
Blopsia muscular con
tinckén de tricromo
de Gomori
modificado: se ve
fibras rojas rasgadas

‘Ecogratia abdominal

Endoscopia digestiva
superios

Blopsia muscular con
tincién de tricromo
de Gomorl
modificado: se ve
fibras rojas rasgadas
Electromiografia
Electroneurografia
Hemograma
Glicemia
Hemoglobina
glicosilada
Gasometria arterial
Funcional y
enzimograma
hepitico

Funcion renal
Electromiograma
Blopsia muscular

Biopsia muscular
Electromiograma
Funcional hepitico
TC o RNM

Electroencefalograma

TC o RNM

TCo RNM
Electroencefalograma
Biopsia muscular

En ADN mit de
transferencia,
sustituye una
adenina por una
guanina

-MLTK

| MT-ATPS
Ligada al X PDH1

TYMP

ADN leucocitario

Mutacion en
examen POLG

Mutacion en
examen POLG

Mutacion en
examen POLG

Mutacion en
examen POLG

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de los sindromes asociados a las EM. Destacando la edad de

presentacion, manifestacion clinica, paraclinicay genes involucrados.



Presentacion clinica no asociada a sindromes:

Si bien los sindromes pueden servir como guia diagnostico de enfermedades mitocondriales el
tema es aun mas complejo, dentro de estas enfermedades se pueden encontrar defectos aislados
de la cadena respiratoria que se presentan en edades més tempranas y de una forma maés
agresiva como encefalomiopatia, con o sin alteraciones imagenoldgicas, como insuficiencia
hepatica, renal o miocardiopatias. Puede verse solas 0 mas bien vinculadas con alteraciones en
mas de un sector de la economia. También se pueden presentar como formas indolentes, mas
gue nada en personas adultas. Clinicamente se pueden manifestar como ataxia progresiva,
miopatias e intolerancia al ejercicio fisico. Se debe de tener en cuenta que se puede estar frente a
una enfermedad mitocondrial en aquellos casos que se presentan como ataxias cronicas en los
cuales no se puede establecer una clara etiologia *°.

Siempre gue existan signos o sintomas que afectan diversos 6rganos con particular atencién en
aquellos con alto consumo energéticos, como SNC, musculo esquelético, corazén, como
también situaciones en las que se compruebe una disminucién en el crecimiento y/o en el
desarrollo, como podria ser, retroceso psicomotriz, nos debe hacer pensar en el mundo de
enfermedades mitocondriales *°.

Generalmente los pacientes presentan heteroplasmia en la mutaciones del ADN mit y tienen una
mezcla en la proporcién entre mitocondrias mutadas y las de tipo salvaje, en estos casos las
manifestaciones clinicas resultan ser mas amplias y severas “8. Existen distintos umbrales segun
el porcentaje de mitocondrias mutadas antes de que comiencen aparecer las manifestaciones
bioquimicas que depende en cierta forma de cada individuo, el drgano afectado y el tipo de
mutacion. Las distintas manifestaciones clinicas podrian ser causa de una mutacion determinada
y el porcentaje de mitocondrias mutadas (heteroplasmia) que puede presentar un 6rgano, en el

cual se deberian realizar pruebas especificas para cada érgano .

Diagndstico en Uruguay

Basado en la bibliografia internacional recabada previamente, se propone trasladar a la realidad
de Uruguay los seis pilares diagnosticos previamente descritos.

Estos pacientes suelen ser captados por especialistas, Pediatras y Neuropediatras en la franja
etaria utilizada en este trabajo, a través de su juicio clinico y resultados de la paraclinica inicial.
Los estudios de cuantificacion de metabolitos en sangre, orina y liquido cefalorraquideo, es
posible realizarlos en laboratorios convencionales, disponibles a nivel publico y privado. Del
mismo modo esta disponible en varios centros a todo nivel en nuestro pais la tecnologia para
realizar estudios de imagen (tomografia y resonancia magnética).

Los estudios moleculares son canalizados por el Banco de Prevision Social (BPS) a un
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laboratorio de genética a nivel nacional. En estos laboratorios se procede a realizar los estudios,
y cuando esto no es posible, los mismos se solicitan en el exterior.

A nivel nacional se cuenta con laboratorios de investigacion genética como el Instituto Pasteur
de Montevideo, donde se pueden realizar estudios NGS de secuenciacion del ADN
mitocondrial. Los estudios WES para la secuenciacion del exoma o genoma del ADN nuclear se
encuentran solo disponibles a nivel privado por el momento.

Otro laboratorio es el Centro de Investigaciones Biomédicas (CEINBIO), donde en la
plataforma de estudio del Metabolismo y Bioenergética Mitocondrial se pueden realizar los
ensayos funcionales <.

En la Policlinica de Errores Innatos del Metabolismo (EIM) de la Unidad de Diagnoéstico y
Tratamiento de CRENADECER se centralizan gran parte de los pacientes, alli se realiza
diagnostico, tratamiento y seguimiento de estos.

Los pacientes con diagndsticos confirmados son registrados en una base de datos del BPS, pero
el acceso debe ser oficial y autorizado, lo cual en cierto grado puede estar colaborando de
manera indirecta al desconocimiento de estas enfermedades.

A través de la busqueda de bibliografia internacional e informacion recabada de entrevistas
realizadas a especialistas en Uruguay (ver Anexo 1), surge la realizacién de un algoritmo

(Figura 4) con directrices nacionales para el diagnostico de estas enfermedades.
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§ignos y sintomas clinicos:

Gasomelria arterial.

Sangre (lactatoipiruvato, glucosa,
aminoacidos)

LCR ( lactalo/pinuvato, pirwvalo)
EEG EMG Vel Cond Nenviosa

ECGRaTx
Ergometria con evakuacion del lactato sérico

Policlinica de Errores Innatos
del Metabolisma (EIM) de la
Unidad de Diagnostico y
Tratamiento de CRENADECER
Biomédicas (CEINBIO) -
Facultad de Medicina

MERRF Sindrorme de Leigh
ADNet ADNmt de transfesencia | | NARP
Biopsia muscular Dosificacion de 8 MT-TK, MT-TF, MT-TL1, | | MT-ATPE
o tefidos afeclo coenzima Q10 MT-TI, yMT-TP POHA!
Histoquimica:
HE
SOH
CoX Institut Pasteur
Gomori de Montevideo
Hitopatakoga NGS de
Fibras rojo-rasgadas (mas del 2% en sujetos de 30 secuenciacion del
50 afiog y cualquier niimero en menores de 30) ADN mitocondrial,
Fibres COX negativas (mis del 2% en menores de
50 afios)
Reducc:on en tincion COX
Reducc:on en tincion SDH
Vasos positivos para SDH
Mitocondrias anormales en la microscopia
electionica

Figura 4: Directrices nacionales para el diagnéstico de enfermedades mitocondriales.

En este algoritmo se contemplan los seis pilares diagndsticos y los centros de referencia en investigacion
de estas patologias en el Uruguay.
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Conclusion:

A lo largo del presente trabajo se realizd una revision bibliografica sobre la disfuncion
mitocondrial primaria, profundizando en la sintomatologia heterogénea propia de estas
enfermedades raras, que requieren de un estudio sistematizado, capaz de integrar ciertos pilares
fundamentales para su diagnostico. Encontrando oportuno la necesidad de transmitir una guia
orientadora, que combina los hallazgos clinicos, de laboratorio, imagen, histopatolégicos,
bioquimicos funcionales y genéticos.

Segun los expertos, los clinicos piensan cada vez mas en la posibilidad de este diagndstico,
aunque siguen siendo enfermedades sub diagnosticadas, encontrandose dificultades en los
diferentes pilares descritos, siendo frecuente la falta de sospecha clinica.

La confirmacion de estas enfermedades somete al paciente y al profesional a cargo, a un largo
camino. Encontrar el laboratorio adecuado, que las muestras sean extraidas en las mejores
condiciones, y la conjuncion de un equipo multidisciplinario que pueda entender el alcance de
los resultados, y asegurar un seguimiento y tratamiento al paciente es un trabajo que requiere el
aporte de varias disciplinas.

Esta revision intenta poner al dia la informacion de estas enfermedades poco frecuentes, en
cuanto a la clinica, paraclinica, y diagnostico, visualizando los recursos con los que contamos en
nuestro medio para articular el desafio diagndstico.

Consideramos que en nuestro pais actualmente se cuenta con todos los actores necesarios para
un buen abordaje de las EM, necesitando de un ensamblaje de todas las partes involucradas,
esperando que la propuesta de la figura 4 pueda contribuir en un futuro a generar diagndsticos

mas efectivos, rentables y precoces.
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Anexos

Anexo 1:

Se realizaron una serie de entrevistas a pediatras y neonat6logos, con mas de 3 afios de
experiencia en la especialidad en el @ambito publico y privado de nuestro pais. Las preguntas se
elaboraron en base a conceptos generales de las EM, con el objetivo de valorar el conocimiento,
manejo habitual y posibilidades diagnosticas y terapéuticas disponibles, en la préctica habitual

en nuestro medio.

Preguntas:
1) ¢Qué nocion tiene sobre las EM?
2) ¢Qué aspectos clinicos y paraclinicos lo harian sospechar en una EM?
3) En caso de sospechar que un pte tiene una EM:
A) ¢Qué paraclinica solicitaria para confirmar u orientar el diagnostico?
B) ¢Conoce algun centro de referencia en el pais?
C) ¢Para continuar con el estudio del pte, como procederia? ;Lo referiria a algin centro
para su mejor estudio?
D) ¢Considera que se podria llegar al diagnostico en el pais?

4) ¢En alguna ocasion se enfrent6 a un pte con una EM?

e Primera entrevista

Ambito Privado

1) La nocién que tengo es vaga, pero basicamente es que son en general enfermedades poco
comunes y dificiles de diagnosticar. Que estan presentes desde las primeras etapas del ser
humano y que involucran el ciclo a nivel de la mitocondria.

2) Bésicamente no se la respuesta a esa pregunta. Si me topara con una enfermedad
mitocondrial no sabria diagnosticarla.

3) A) Tampoco sabria que estudié pedir. Supongo que como son alteraciones a nivel del ADN
mitocondrial que provienen de la madre, supongo que se manifestaron con afeccion de
elementos bésicos. Por lo que solicitaria una gasometria donde podria haber una anaerobiosis.

3) B) No, lo tnico que intentaria es el equipo de enfermedades raras de BPS que se encarga de
enfermedades de estirpe raro. Seguramente debe haber un laboratorio especializado.

3) C) Lo desconozco.
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3) D) Realmente no lo sé.
4) Desconozco, si alguna vez tuve algun paciente con esta afeccion. Nunca me han hablado
otros colegas de estas.

e Segunda entrevista

Ambito Privado

1) Una enfermedad de dificil diagndéstico, en la cual no se piensa como alternativa diagndstica
principal y con pron6stico ominoso.

2) Pienso que se presentaria en un recién nacido hipotdnico, convulsiones precoces sin causa
evidente, deterioro neurolégico evolutivo. En la paraclinica pienso que encontraria lactoacidosis
de causa no explicada, progresiva o rapidamente evolutiva.

3) A) No sé con exactitud, dependo de un especialista para solicitar examenes de manera
precisa.

3) B) No conozco.

3) C) Sin duda lo referiria a un centro especializado.

3) D) No lo tengo claro, no sé si contamos en el pais con la paraclinica necesaria, aunque es
posible que si.

4) No.

e Tercera entrevista

Ambito pblico.

1) Pienso que es una enfermedad grave, definida por errores congénitos del metabolismo severo
y devastador

2) Se presentaria con retraso global del desarrollo severo, encefalopatia, retraso mental,
epilepsia, viseromegalias, fallo de crecimiento, dismorfias.

3) A) Gasometria, acidos organicos, amoniemia, acido lactico, pesquisa ampliada, glucemia con
cetonemia, fondo de ojo e insulina.

3) B) La Dra. Lemes en el Hospital Italiano.

3) C) Si claro, a genetista y equipo multidisciplinario de enfermedades raras de BPS.

3) D) No en todas.

4) Si.
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e Cuarta entrevista

Ambito privado.

1) Las metabolopatias siempre son un diagnostico que se debe sospechar en pacientes
recién nacidos o pacientes pediatricos con valores anormales de acidosis severas y
lactacidemias refractarias a las cargas de bicarbonato.

2) Hipotonia, convulsiones, coma, ictericia, hepatomegalia, hipoglucemia, facies
particulares de metabolopatia en casos de acidosis severas. Pueden presentar signos de
acidosis como polipnea.

Paraclinica: Una vez comprobada la acidosis con Radiometer, luego se observa cémo se
encuentra el lactato, el Anion GAP. Amoniemia, para trastornos en el ciclo de la Urea. Se ve
cuerpo-reductores, cetonemia en estos casos se busca hipoglucemia. Acidos organicos en orina
y en sangre, pesquisa ampliada, acido Urico.

3) B) Una de las personas referente en metabolopatias, Aida Lemes

3) C) Una vez realizado el contacto con Aida Lemes ella realiza un seguimiento junto al
pediatra tratante. Es quien orienta el tratamiento y el seguimiento.

3) D) Si, considero que se puede llegar a un diagndstico en Uruguay, hubo un paciente que
tuvimos que mandar una muestra a Francia.

4) Si, un paciente pediatrico que fallecio en el Hospital Italiano.

Entrevistas a referentes de EM

1) ¢Cuanto hace que en el centro se estudian y diagnostican o colaboran en el Dg de las
EM?
2) Aproximadamente, ¢cuantas EM se diagnostican en un afio en el centro? ;Cudl es la de
mas frecuente diagnéstico?

3) ¢Considera que es un grupo de enfermedades infra-diagnosticadas?

4) ¢Qué estudios especificos se realizan en el centro?

5) ¢Que EM se podrian diagnosticar, o hasta que estudios podemos acceder acé en el pais?

6) ¢Considera necesario realizar estudios en el exterior?, ;cudles y con qué centros de referencia

trabajan?

7) ¢Los ptes con diagndstico presuntivo de EM, les son referidos bien estudiados inicialmente?

¢Qué valoracion considera que falta con mayor frecuencia?
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8) ¢Qué opciones terapéuticas hay en el pais?

9) ¢Considera que el pronostico de estas enfermedades puede variar con un diagndéstico precoz?
10) ¢Cual es el error diagndstico mas frecuente?

11) En su centro de referencia, ¢tienen un protocolo general para el estudio de estos pacientes?
12) ¢Existe una base de datos en el centro, a la cual se pueda tener acceso?

Entrevista a_referente de EM Dr. Raggio, Victor.

1) Esta policlinica bajo la 6rbita del dpto. de Genética existe desde 1990, como ver pacientes
con EM vimos, pero que empezaramos a trabajar o publicar estudios especificos hace 4 0 5
afios, sobre todo por invitacién del Instituto Pasteur.

2) Nosotros acd somos una policlinica de Genética, en si por diversos motivos, no nos
dedicamos a las EM en si, desconozco la cantidad de enfermedades mitocondriales
diagnosticadas por afio.

3) Son enfermedades pocos frecuentes, catalogadas como enfermedades raras, es verdad que
para nosotros que somos una policlinica de genética podemos enfrentarnos a una mayor
frecuencia, 0 eso se esperaria, aunque se nos derivan otras patologias generalmente, por €so no
vemos tantas como deberiamos ver. También tenés los casos en que sospechas de una EM pero
no lo podes comprobar.

4) Se precisan 5 pilares, uno la clinica, que eso hay, neuropediatras, neurélogos, genetistas
pediatras, etc. Otro pilar seria los estudios imagenoldgicos y de laboratorio, que te permiten
sospecharlo, como la RM, la RM con espectroscopia, dosificaciones de lactato en sangre y LCR.
Tercer pilar, los estudios bioquimicos-funcionales, que se estd empezando a hacer con la gente
del CEINBIO (Centro de Investigacion Biomédica) en el depto. de Bioquimica de la Facultad de
Medicina. Otro pilar seria lo histopatol6gico, que se encarga la gente de anatomia patolégica del
Clinicas. El 5to pilar seria los estudios sobre el genoma, mitocondrial y nuclear. Esos serian las
cosas necesarias para poder diagndsticas, y esas cosas en el Uruguay hay, no las hay juntas. Lo
que si falta, es una coordinacién formal o sistematica entre ellas.

6) Hay muchos, en el primer mundo. Yo especificamente no he trabajado con ninguno de ellos.
9) En teoria, por lo menos si. El prondstico en general, es muy variable, aunque en las mayorias
esperas un inicio precoz, una progresividad mas o menos rapida y en casos mas graves, un

fallecimiento precoz.
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Entrevista a referente de EM Dra. Lemes, Aida

1) La Policlinica de Errores Innatos del Metabolismo (EIM) de la Unidad de Diagnostico
Tratamiento de CRENADECER (Centro de Referencia Nacional en Defectos Congénitos y
Enfermedades Raras) es donde realizamos las consultas clinicas, seguimiento de pacientes
con afecciones de este capitulo de Genética Médica y por tanto de los pacientes con
enfermedades mitocondriales. Si mal no recuerdo, funciona desde el afio 2008.

2) No tengo una respuesta cierta con respecto a cuantas EM se diagnostican en un afo.
Posiblemente el fenotipo clinico-neuroradiol6gico mas frecuente sea el Sindrome de Leigh.

3) Estimo que es posible que aun se estén diagnosticando menos de lo que seria esperable dada
la frecuencia de este importante y complejo capitulo de EM.

Tengo la impresion, que cada vez, en la clinica pediatrica sobre todo, se piensa mas en las EM.
4) Para el estudio de estas afecciones, el BPS cuenta con estudios de valoracién general como
gases en sangre y acido lactico, CPK y como mas especifico el estudio de acidos organicos en
orina.

5) Bueno, serian dos preguntas. En cuanto a las EM que se pueden diagnosticar creo que el
espectro es amplio, al menos la sospecha desde la clinica-bioquimica-neuroradiologia.

Hasta donde conozco, en el pais se puede hasta el estudio de ADN mitocondrial que se realiza
en el Instituto Pasteur y donde el conocimiento/aporte del Dr. Raggio me parece que juega un
papel importante. Lamentablemente, no se cuenta atn con estudios histopatoldgico e
histoquimica de tejido muscular estriado fuera del dmbito del sistema de asistencia publico
donde el trabajo y conocimiento de la Dra. Graciela Barrios (Neuropediatra) es un aporte
fundamental.

6) Hay estudios que colaboran a la hora de evidenciar disfuncionamiento mitocondrial como
son los estudios de actividad de los complejos de la CR en células o en cultivo de tejidos que no
se realizan aun con fines asistenciales en nuestro pais. Son relevantes junto con otros estudios en
la interpretacion de la posible causa de la EM y es muy complejo realizar derivacion de
muestras al exterior para los mismos. Los resultados son también de gran ayuda para
direccionar estudios moleculares. Los estudios confirmatorios pasan por la via de lo molecular
tanto de ADN mitocondrial como nuclear. Como decia, actualmente puede accederse al estudio
de ADN mitocondrial a nivel local lo cual es muy importante.

Por otro lado, a nivel local, hay laboratorios que ofrecen estudios moleculares los cuales serian

derivados a centros en el exterior.
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7) Estimo que en términos generales, son derivados con los estudios necesarios (realizables en
nuestro medio) para una sospecha fundamentada, especialmente desde la especialidad de
neuropediatria.

8) En la policlinica, en todos los casos, el tratamiento de soporte o sintomatico. Ademas se
cuenta con vitaminas y cofactores (cocktails de los grupos Americanos), idebenona, L-carnitina.
En intento de mejorar la produccion de energia, efecto antioxidante y depuracion.

9) En general, cuanto mas precoz es el inicio clinico de las EM, peor es el prondstico.
En la medida que avanza el conocimiento y se van identificando casos que tienen mas
probabilidad de respuesta a determinada medida, el prondéstico mejora con un diagnéstico
preciso, mas precoz. En todos los casos, el diagnostico precoz importa porque puede realizarse
antes, apoyé con fisioterapia y psicomotricidad dependiendo de cada situacion.

Por otro lado y también en todos los casos, cuanto antes hay un diagnostico preciso, antes se
puede realizar adecuado asesoramiento genético a la familia, paso fundamental en las decisiones
reproductivas de la pareja.

10) No lo sé.

11) Intentamos seguir protocolos establecidos en la bibliografia.

12) Llevamos registro de todos los pacientes que asistimos en la policlinica, no solo los que
tienen EM.

Entrevista a referente de EM Dra. Guezaimburu, Rosario

1) Desde el 2010 que se cred el Equipo de Enfermedades Raras, inicialmente y luego con la
creacion del Equipo de Errores Innatos del Metabolismo.

2) Realmente desconozco este dato. Enfermedad de Leigh

3) Sin lugar a dudas.

4) Determinaciones bioguimicas como &cido lactico en sangre, etc. El estudio molecular se

canaliza a través del BPS a un laboratorio de genética. Actualmente estudio de funcionalidad, en

Facultad de Medicina pero no en forma rutinaria.

5) Realizados en nuestro pais, secuenciacion del ADN mitocondrial, la secuenciacion del exoma

0 genoma, se ofrece en los laboratorios pero se realiza en el exterior, en algun caso con andlisis

por expertos nacionales.

6) Se solicita el estudio a los laboratorios nacionales y depende con quién se trabaja los mismos.

7) Analitica basica como acido lactico.

8) El Equipo de Errores Innatos del Metabolismo es el encargado del tratamiento, el tratamiento

disponible es el mismo que el recomendado a nivel internacional: Dieta, soporte con terapias
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para tratar sintomas, soporte con vitaminas y cofactores, evitar toxinas. El tratamiento esta
dirigido a tratar los sintomas y evitar la progresion de las enfermedades y debe ser
personalizado dependiendo del tipo y estadio de la enfermedad.

9) Totalmente, responderian mejor al tratamiento sintomatico los pacientes menos afectados

10) Depende de la enfermedad mitocondrial y los sintomas que predominen, con compromiso
motor y cognitivo se confunden con una paralisis cerebral.

11) En el Equipo de Enfermedades Raras, no, desconozco si hay uno en el Equipo de Errores
Innatos del Metabolismo.

12) Se registran y confirman todos los pacientes, el acceso debe ser oficial y con autorizacién de
las autoridades del BPS.
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