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Del genoma mitocondrial al diagnostico de una enfermedad
(Montoya J, Lopez-Pérez M], Ruiz-Pesini E.
Mitochondrial DNA transcription and diseases: Past, present and future.
Biochem Biophys Acta. 2006;1757:1179-89)







Cuando el Excelentisimo Sr. Rector de la Universidad
de Zaragoza, Prof. Manuel J. Lopez Pérez, me invito a
pronunciar la Alocucién Laudatoria que, con motivo de
la festividad de su patrén san Braulio, tiene lugar en el
Paraninfo cada 26 de marzo, no tuve duda de que repre-
sentaba una magnifica oportunidad de mostrar a las
autoridades, companeros de claustro, alumnos y ciudada-
nos presentes una vision de un tema de candente actua-
lidad como es el genoma humano. En particular, sobre el
genoma mitocondrial, del que desde 1983 se conocen
todos los genes que codifica, su organizacion genética,
modo de expresion, etc., y sobre el que nuestro grupo de
investigacion lleva mas de treinta anos trabajando.

El tema de la genética, y en concreto del genoma, pro-
duce posiciones encontradas en la sociedad: a unos les
apasiona por la posibilidad de conocer las causas de las
enfermedades genéticas y su eventual curacion a través
de la terapia génica, y a otros les asusta o preocupa gran-
demente por lo que supone el poder manipularlo en el
laboratorio. En todo caso, creo que el tema interesay que
se debe informar de él.

A las enfermedades genéticas, de las que se conocen
mas de seis mil, se ha llegado por dos caminos diferentes
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segn el genoma que las produce. Asi, en lo que se refie-
re al genoma nuclear, se conocian las enfermedades,
pero, excepto en algunos casos concretos, no se sabia el
gen ni las mutaciones que las producian; sin embargo, en
el caso del genoma mitocondrial se llego a conocer su
secuencia completa, los genes que codifica y el modo de
expresion varios anos antes de que se encontrase una
enfermedad que estuviese originada por danos en el
mismo. El descubrimiento de una de las caracteristicas
mas particulares del genoma mitocondrial, como es su
herencia exclusivamente materna, permitié iniciar la
busqueda de enfermedades que presentaran este modo
de herencia no mendeliana, y en 1988 se describieron,
casi simultaneamente, tres enfermedades. Desde enton-
ces se habla de una medicina mitocondrial por los carac-
teres peculiares que presentan las enfermedades debidas
a danos en este genoma.

Asimismo, el genoma mitocondrial se esta utilizando
como herramienta para el estudio de la evolucion huma-
na, para la identificaciéon de individuos y, tltimamente,
para estudios de farmacogenética.
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1
INTRODUCCION GENERAL

Las mitocondrias son organulos intracelulares deriva-
dos de la endosimbiosis de un organismo del grupo de
las o-proteobacterias con un ancestro de las células euca-
riotas que contenia un nucleo. A lo largo de la evolucion,
la mayor parte de los genes de la protomitocondria origi-
nal se transfirieron al ntcleo y los tinicos genes que han
permanecido en la mitocondria estan asociados a la fun-
cion de sintesis de energia, en forma de trifosfato de ade-
nosina (ATP), a través del sistema de fosforilacion oxida-
tiva (sistema OXPHOS). Por ello, muy frecuentemente,
se describe a las mitocondrias como «las centrales ener-
géticas de la célula», puesto que en ellas se produce la
mayor parte de ATP que necesita la célula y que se utili-
za como fuente de energia quimica. Estos organulos sub-
celulares se encuentran en practicamente todas las célu-
las eucariotas (1).

La presencia de las mitocondrias, con un sistema res-
piratorio muy especializado, es, ademas, una de las carac-
teristicas que diferencian las células eucariotas de las pro-
cariotas. Como se ha indicado, la principal funcion de las
mitocondrias es la fosforilacion oxidativa mediante la
cual se conserva en forma de ATP la energia quimica que
se libera en la oxidacion de las moléculas organicas com-
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bustibles. La cadena respiratoria transporta electrones
entre los complejos respiratorios para finalmente reducir
el oxigeno a agua. A la vez, los protones se translocan
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana,
creando un gradiente electroquimico que sera utilizado
por la ATP sintasa, reconduciendo estos protones a la
matriz, para producir ATP. Parte de la energia producida
por el transporte de electrones se libera en forma de
calor y una fraccion de los electrones reacciona tempra-
namente con el oxigeno produciendo especies reactivas
de oxigeno (ROS).

Pero ademas de proporcionar la mayor parte de la
energia que utiliza la célula, las mitocondrias participan
también en otras muchas rutas metaboélicas (biosintesis
de pirimidinas, aminoacidos, fosfolipidos, nucleotidos,
acido folico, hemo, urea y una gran variedad de metabo-
litos) (2) y en una serie de procesos, como la diferencia-
cion celular, senalizacion, muerte celular, control del
ciclo y crecimiento celular (3).

La caracteristica mas singular de las mitocondrias es
la de poseer un sistema genético propio con toda la
maquinaria necesaria para su expresion, es decir, para
replicar, transcribir y traducir la informacion genética
que contiene en proteinas funcionales. Sin embargo, las
mitocondrias no son del todo autbnomas, ya que depen-
den en gran medida del sistema genético nuclear, tanto
para la formacion del organulo como para la expresion
de su sistema genético. La mayoria de las proteinas com-
ponentes de la mitocondria, incluidas aquellas necesa-
rias para la expresion de su genoma, estan codificadas
en el nicleo, se sintetizan en el citoplasma, generalmen-
te en forma de precursores, y finalmente se importan y
procesan en el interior del organulo. Por el contrario, el
genoma mitocondrial codifica solamente un pequeno
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numero de polipéptidos componentes del sistema
OXPHOS y los RNA necesarios para la sintesis de los
mismos. Asi, la biogénesis de las mitocondrias, y en con-
creto del sistema OXPHOS, representa un caso muy par-
ticular en la célula, ya que su formaciéon depende de la
contribucion de los sistemas genéticos, nuclear y mito-
condrial.

Los primeros indicios de existencia de un sistema
genético en el citoplasma, fuera del nucleo, datan de
1949 al descubrirse unos mutantes de levadura con defi-
ciencias en las funciones respiratorias que se debian a un
factor citoplasmico, no nuclear, y que era hereditario (4).
Sin embargo, el DNA mitocondrial (mtDNA) no se des-
cubri6 hasta los anos sesenta en células de pollo (5);
unos anos mas tarde se describio su existencia en células
humanas (6) y, pocos anos después, Attardi demostro
que era funcional, es decir, que se transcribia en RNA
(7,8) y que este se traducia en proteinas en ribosomas
mitocondriales (9,10), contituyendo, de este modo, el
segundo sistema genético de la célula.

Los anos ochenta fueron decisivos para el conoci-
miento de la estructura y funcion de este sistema gené-
tico (11,12). Asi, se pudo comprobar que el genoma
mitocondrial presenta una serie de caracteristicas Uni-
cas, como son el modo de organizacion y de expresion
génica, la utilizacion de un codigo genético modifica-
do, su presencia en poliploidia, la herencia materna,
una alta velocidad de mutacion, etc. Todo este conoci-
miento sirvié de base para que en 1988 se descubrieran
las primeras mutaciones que producian enfermedades
genéticas mitocondriales (13-15). Desde este descubri-
miento, el estudio de la bioenergética y genética mito-
condrial ha adquirido nuevas dimensiones. Hoy en dia
se conoce un buen nuamero de mutaciones en el
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mtDNA que se han asociado con diversas enfermeda-
des degenerativas producidas por deficiencias bioener-
géticas, y se han relacionado también con el envejeci-
miento y enfermedades asociadas a la edad, dando
lugar al nacimiento de lo que se conoce como «medici-
na mitocondrial» (16,17).
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2
EL SISTEMA GENETICO
MITOCONDRIAL HUMANO

2.1. Organizacion genética

El DNA mitocondrial (mtDNA) humano esta formado
por moléculas de DNA circulares, cerradas y superenro-
lladas que estan presentes en la matriz mitocondrial. Las
células humanas contienen cientos de mitocondrias y
cada una de ellas engloba de 2 a 10 moléculas de DNA
(poliploidia) asociadas con proteinas que forman unos
complejos conocidos como nucleoides (18,19). Sin embar-
go, el mtDNA constituye solamente entre un 0,3 y un
0,5 % del DNA celular total.

El mtDNA humano consta de 16569 pares de bases,
cuya secuencia se conoce en su totalidad (20,21). Este DNA
contiene informacion para solamente 37 genes: 2 RNA
ribosdbmicos componentes de los ribosomas mitocondriales
(rRNA 12Sy 16S), 22 RNA de transferencia (tRNA) emplea-
dos en la traduccion de los RNA mensajeros (mRNA) y 13
polipéptidos integrantes de los complejos multienzimaticos
del sistema OXPHOS: 7 (ND1, 2, 3, 4L, 4, 5y 6) de los 46
polipéptidos del complejo 1 o NADH:ubiquinona oxidorre-
ductasa; 1 (cytb) de los 11 polipéptidos del complejo 111 o
ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa; 3 (COL II, III) de
los 13 del complejo 1v o citocromo c oxidasa; y 2 (ATP6y 8)
de los 16 de la ATP sintasa (complejo v) (figura 1).
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Figura 1
MAPA GENETICO Y DE TRANSCRIPCION DEL. DNA MITOCONDRIAL HUMANO
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Los dos circulos interiores representan las dos cadenas del DNA mitocondrial, en las que
se indican los genes que codifican: TRNA (rRNA 12 Sy 16 S), tRNA, mostrados con la
abreviatura del aminodcido que les corresponde, y secuencias codificadoras de proteinas
(ND: subunidades de NADH deshidrogenasa; eyt b: apocitocromo b; CO: subunidades de
la citocromo C oxidasa). Los RNA que se transcriben se representan en los circulos exte-
riores con barras negras (transcritos de la cadena pesada) y con barras abiertas (trans-
eritos de la cadena ligera). H,, H,y L indican los lugares de iniciacion de la transcrip-
cion de la cadena pesada y ligera, respectivamente. O, y O, simbolizan el origen de
replicacion de la cadena pesada y ligera, de acuerdo con el modelo de desplazamiento
de hebra. Las flechas exteriores indican la direccion de la transcripcion de la cadena pesa-
da y ligera, respectivamente, y las que estan al lado de O, y de O, muestran la direccion
de sintesis de la cadena pesada y ligera del DNA.
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Una de las caracteristicas mas llamativas del mtDNA es
la organizacion extremadamente compacta de los genes
que codifica. Como se observa en la figura 1, donde se
muestra el mapa genético y de transcripcion del mtDNA
humano, este se encuentra practicamente ocupado por
genes dispuestos en las dos cadenas. En particular, la
cadena pesada (H) esta saturada por genes que codifican
los 2 rRNA, 14 tRNA y 12 polipéptidos, mientras que la
cadena ligera (L) contiene informaciéon unicamente
para 8 tRNA y un polipéptido (ND6). Solamente hay una
pequena zona no codificante, de aproximadamente
1200 bp, en la que se encuentran el origen de replicacion
de la cadena H (Oy;), los promotores de la transcripcion
y los elementos reguladores de la expresion del mtDNA.
A pesar de que los genes se disponen en ambas cadenas
del DNA, no existe solapamiento entre ellos. Sin embar-
go, en la cadena pesada hay un solapamiento de los
patrones de traduccion de las subunidades 6 y 8 de la
ATPasa (46 nt) y de ND4 y 4L (7 nt) (20).

El grado de compactacion es tal que en la cadena
pesada los genes se disponen uno a continuacion del
otro, sin o con solo 1 a 3 nucleo6tidos intermedios; care-
ce, por tanto, de tramos no codificantes y de intrones.
Ademas, la mayor parte de genes codificantes de protei-
nas carecen de un codon de terminacion, que se forma-
ra, después de la transcripcion, mediante la poliadenila-
cion de la U o UA situadas en el extremo 3’ de los
mensajeros (11). De algin modo, se ha llegado a un
modelo de extraordinaria economia donde lo superfluo
se ha eliminado.

Otra de las caracteristicas peculiares de la organiza-
cion genética del DNA mitocondrial es la distribucion
mas o menos homogénea de los genes de los tRNA a lo
largo de la secuencia del DNA. En la cadena pesada, estos
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se encuentran separando casi con absoluta regularidad
los otros genes (tanto los rRNA como los codificantes de
proteinas). Esta disposicion tiene consecuencias muy
importantes para el procesamiento del RNA, como indi-
caremos mas adelante, e implica una doble funciéon de
los tRNA en este sistema genético.

2.2. Replicaciéon del DNA mitocondrial

En los anos setenta se propuso un modelo de replica-
cion del mtDNA basado fundamentalmente en los resul-
tados de microscopia electronica obtenidos en el labora-
torio de Jerome Vinograd (22,23). Este modelo ha estado
en vigor durante mas de treinta anos hasta que reciente-
mente se ha propuesto otro modelo, basado en técnicas
electroforéticas en dos dimensiones, que estaria mas pro-
ximo al descrito en bacterias. La controversia ha llegado
hasta nuestros dias, aunque parece que los defensores de
cada uno de ellos estan poniéndose de acuerdo.

a) El modelo de desplazamiento de hebra. De acuerdo con
este modelo, la replicacion del mtDNA es unidireccional
y asimétrica. Las dos hebras del mtDNA se replicarian, de
forma continua, a partir de dos origenes de replicacion
diferentes, uno para la cadena pesada (O ), localizado en
la region del bucle-D, y otro para la cadena ligera (O,),
situado entre los genes de los tRNA®® y tRNAM", dos ter-
cios mas alla del primero (24), desplazando una de las
hebras del DNA parental durante la sintesis de la hebra H.

Este proceso comenzaria con la sintesis de un RNA
por la accion de la RNA polimerasa mitocondrial (RNA-
pol). Para que esta pueda acceder al DNA molde y
comience la replicacion del mtDNA, se requiere un cam-
bio conformacional en la molécula de DNA, que consis-
te en su inclinacion y desenrollado inducido por la unién
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del factor de transcripcion mtTFA (TFAM) al daplex de
DNA. Una topoisomerasa de tipo I, especifica de organe-
lo, relaja entonces el DNA superenrollado rompiendo
temporalmente enlaces en el esqueleto del DNA, y la
helicasa mitocondrial desenrolla la doble hebra, rom-
piendo los enlaces de hidrégeno que mantienen ambas
cadenas juntas, para producir moldes de hebra anica.
Una proteina de union al DNA de hebra Gnica (mtSSB)
mantiene la integridad de los intermediarios replicativos
previniendo su renaturalizacion y acelera la velocidad de
sintesis de DNA.

Para el cebado de la replicacion, la RNApol transcribe
el DNA empezando en el promotor de la hebra L. La
transicion de sintesis de RNA a sintesis de DNA se produ-
ce en una region donde se encuentran tres elementos de
secuencia conservada CSBI, 2 y 3 (25,26) e incluye la
accion de una endorribonucleasa especifica, RNasa MRP.
Este enzima corta el RNA en unos lugares especificos ori-
ginando un extremo 3’ que actiia como sustrato para su
extension por la DNA polimerasa (DNApol gamma —
POLG).

En primer lugar se sintetiza un segmento corto de
cadena H (DNA 7S de 680 nt) (27), que permanece
unido al DNA molde, desplazando la cadena H y forman-
do el bucle-D. Este segmento, que termina prematura-
mente en una secuencia conocida como secuencia asocia-
da a la terminacion (TAS), puede constituir un intermedio
de la replicacion sintetizado muy tempranamente o
puede representar un producto abortado de la replica-
cion. La mayor parte de las moléculas de DNA 7S no
estan implicadas en la replicacion. No se sabe si la elon-
gacion de la replicacion se produce prolongando estas
moléculas preformadas de DNA o si requiere un nuevo
inicio del ciclo. Parece que los niveles de terminacion de
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la replicacion desempenan un papel importante en la
regulacion del nimero de copias de mtDNA (Kai et al.,
1999; Brown et al., 2002). La terminacion prematura de
la replicacion provoca la aparicion de una estructura
conocida como bucle de desplazamiento (D-loop), que cons-
ta de la porcion de DNA duplex recién sintetizada mas la
hebra H parental desplazada.

Cuando la hebra H naciente es capaz de pasar a través
de la region de terminacion prematura, su elongacion
continta de forma unidireccional hasta que, después de
recorrer dos tercios de la molécula, encuentra el origen
de replicacion de la cadena ligera (O, ). En este momen-
to se desplaza una secuencia de la hebra H parental
capaz de establecer una estructura lazo-tallo (O,), que
sirve como region de reconocimiento de una primasa,
especifica de mitocondrias, que sintetizara un cebador
corto de RNA. Posteriormente, la POLG alargara la cade-
na de forma unidireccional y en sentido contrario al de
la hebra H naciente (23,24). Al final del proceso de repli-
cacion, la topoisomerasa de tipo II introduce los superen-
rollamientos que mantendran la molécula en un estado
funcional. En este modelo de replicacion asimétrica, la
sintesis de DNA es continua en ambas hebras y carece de
fragmentos de Okazaki.

b) El modelo de replicacion bidireccional y simétrica. La
investigacion sobre los procesos fundamentales que tie-
nen lugar en la mitocondria no se puede dar por conclui-
da. Recientemente se ha puesto en duda el modelo de
replicacion de desplazamiento de la hebra y, basandose
en una técnica que utiliza geles bidireccionales, se ha
propuesto que el mtDNA se replica de un modo bidirec-
cional y simétrico desde un Gnico origen de replicacion,
a semejanza del DNA bacteriano (28,29). Este nuevo
modelo, que esta tomando bastante fuerza, no explica
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todavia la mayoria de datos que hasta ahora se habian
obtenido mediante interpretacion del modelo anterior.

2.3. Transcripcion del mtDNA humano

El modo de expresion de la informacion codificada en
el mtDNA fue establecido a comienzos de los ochenta
en el laboratorio del Dr. Giuseppe Attardi en el Instituto
de Tecnologia de California. Asi, mediante la aplicaciéon de
la técnica de proteccion a la nucleasa S1 y la secuencia-
cion de todos los RNA mitocondriales, Montoya y Ojala
construyeron un mapa detallado de transcripcion del
DNA mitocondrial humano y dieron a conocer un mode-
lo de transcripcion y de procesamiento de RNA por
«puntuacion por los tRNA» (30-35) (figura 1). EI analisis
del mapa muestra que la organizacion compacta de los
genes en el DNA se vuelve a reflejar en la organizacion de
los productos de transcripcion. Todos los RNA son coli-
neales con el DNA, lo que indica la ausencia de intrones,
y, a excepcion de la region del bucle-D, la cadena pesada
del DNA se encuentra completamente ocupada por los
rRNA, tRNA y mRNA.

De acuerdo con este modelo, la transcripcion del
mtDNA se inicia a partir de tres promotores diferentes
(34), uno para la cadena ligera (L) y dos para la cadena
pesada (H, y H,), que dan lugar a tres moléculas policis-
tronicas largas que se procesan por cortes endonucleoliti-
cos precisos justo delante y detras de los tRNA. Estos,
actuando como senales de reconocimiento para los enzi-
mas de procesamiento, al adquirir la configuracion en
hoja de trébol en las cadenas nacientes de RNA, dan lugar
a los rRNA, tRNA y mRNA maduros (32-36) (figura 1).

Asi, la cadena pesada se transcribe mediante dos uni-
dades de transcripcion solapadas en la region de los
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rRNA (35). La primera, que se transcribe muy frecuente-
mente, comienza en el lugar de iniciacion H_, situado
por delante del gen tRNAPP, termina en el extremo 3’
del gen para el rRNA 16S y es responsable de la sintesis
de los rRNA 12Sy 16S, del tRNAPP¢ y del tRNAW!. Un fac-
tor de terminacion (mTERF) actda uniéndose en el gen
del tRNA", en una secuencia inmediatamente posterior
al gen del rRNA 16S (37-41). El segundo proceso de
transcripcion, mucho menos frecuente que el anterior,
comienza en el punto de iniciacion H,, cerca del extre-
mo 5" del gen rRNA 12S y a unos 90-100 pb del anterior,
se extiende mas alla del extremo 3’ del gen rRNA 16Sy
produce un RNA policistronico que corresponde a casi
toda la cadena pesada. Los mRNA de los 12 péptidos y de
12 tRNA, codificados en esta cadena, se originan por pro-
cesamiento de este RNA policistronico. Del mismo
modo, la cadena ligera se transcribe mediante una tnica
unidad de transcripcion que empieza en el lugar de ini-
ciacion L, cerca del extremo 5" del RNA 7S (poli(A)-RNA
18) (42), dando lugar a 8 tRNA y al anico mRNA (ND6)
codificado en esa cadena. Como se ha indicado anterior-
mente, el inicio de la sintesis de DNA depende también
de la actividad de esta unidad de transcripcion que sinte-
tiza el cebador de la replicacion.

Para llevar a cabo el proceso de transcripcion se nece-
sita una RNA polimerasa especifica (h-mtRPOL), codifi-
cada en el DNA nuclear (nDNA) (43,44), dos factores de
transcripcion implicados en la iniciacion (mtTFA y
mtTFB) (45,46), y uno de terminacion (mTERF) (37,39-
41), todos ellos codificados en el DNA nuclear. Asimis-
mo, en el procesamiento de los RNA precursores deben
estar implicadas, al menos, cuatro actividades enzimati-
cas: dos actividades que corten con precision en los extre-
mos 5"y 3" de los tRNA, una tercera que proporcione la
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poliadenilacion y finalmente una cuarta actividad enzi-
matica que anada el triplete -CCA al extremo 3’ de los
tRNA. Dadas las caracteristicas de los genes mitocondria-
les, los cortes endonucleoliticos se tienen que producir
con extraordinaria precision, exactamente en los extre-
mos 5"y 3" de los tRNA, para que en el RNA anterior a
dicho tRNA se origine por poliadenilacion el codon de
terminacion, y para que el RNA posterior empiece por el
cod6on de iniciacion. Se ha aislado una actividad de
RNasa P de células HelLa que acttia en el procesamiento
de los transcritos generando el extremo 5" de los tRNA
(47,48). Esta actividad, denominada m#-RNasa P, tiene un
componente de RNA esencial para su funcion.

Como se deduce del modelo anterior, las dos cadenas
del DNA se transcriben completa y simétricamente (figu-
ra 1), y los productos de transcripcion del DNA mitocon-
drial humano aislados incluyen los 2 rRNA (rRNA 12S
y 16S), su precursor, los 22 tRNA y 18 RNA poliadenila-
dos en el extremo 3’ (poli(A)-RNA), la mayoria de los
cuales corresponden a los RNA mensajeros (mRNA)
(35). La mayor parte de los RNA maduros corresponden
a un unico gen. Sin embargo, dos de ellos, los mRNA de
los genes para las subunidades 6 y 8 de la ATP sintasa y
ND4y 4L, contienen dos genes cada uno con el marco de
lectura solapado. Los tres poli(A)-RNA mayores (RNA 1,
2y 3) y el menor (RNA 18), asi como 8 tRNA, son pro-
ductos de transcripcion de la cadena ligera del DNA
mitocondrial, mientras que el resto lo son de la cadena
pesada (figura 1).

El analisis estructural de los RNA mitocondriales mos-
tro caracteristicas Gnicas. Asi, los rRNA se caracterizan por
estar metilados, aunque el grado de metilaciéon es mas bajo
que el de los rRNA citoplasmicos, y por estar oligoadenila-
dos en su extremo 3’ con 1 a 10 adeninas no codificadas
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en el DNA (42). Los tRNA, en general mas pequenos que
sus homologos del citoplasma, tienen un tamano que varia
entre 59y 75 nt y su estructura presenta numerosas desvia-
ciones con respecto al modelo considerado como invaria-
ble de los sistemas no mitocondriales. De este modo, la
mayoria de los tRNA carecen de los nucle6tidos constan-
tes y el tamano del bucle «DHU» varia considerablemente,
llegando incluso a desaparecer en el tRNASTAEY | Aparte
del -CCA del extremo 3’, no codificado en el DNA, la Ginica
region que ha conservado las caracteristicas generales de
los tRNA es la region del anticodon. Con la excepcion del
tRNASrASY) - todos los tRNA mitocondriales pueden ple-
garse en la caracteristica hoja de trébol. Sin embargo,
parece que estos tRNA se estabilizan con menos interac-
ciones terciarias que los tRNA citoplasmicos.

Los 13 polipéptidos codificados en el mtDNA tienen un
tamano que varia entre 70 y 610 aminoacidos. Los mRNA
que los codifican contienen exclusivamente la secuencia
del patron de traduccion y una cola de unas 55 adenosinas
en el extremo 3’. Los mRNA mitocondriales humanos
comienzan directamente por el codon de iniciacion AUG,
AUA o AUU, o tienen muy pocos nucleotidos (1 a 3)
delante de ellos. Carecen, por tanto, de uno de los carac-
teres tipicos de los mRNA de otros sistemas, como es la
presencia de un tramo no codificante en el extremo 5
(33). Tampoco contienen la capucha en el extremo 5’. Asi-
mismo, el extremo 3’ de la mayor parte de los mRNA care-
ce de una region no codificante y finaliza U o UA, gene-
randose el codon de terminacion completo (UAA) por la
poliadenilacion postranscripcional (32). Estos mRNA
carecen de una secuencia indicadora de poliadenilacion.

El modelo de transcripcion descrito muestra como la
iniciacion desempena un papel muy importante en
la regulacion de la expresion génica y explica el modo de
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sintesis diferencial de los TRNA y mRNA (35). En esta regu-
lacion parece tener también un papel muy importante la
fosforilacion del factor de terminacion mTERF (40,49).

2.4. Traduccion de los mRNA mitocondriales

Los mRNA mitocondriales traducen su mensaje
genético en el interior de las mitocondrias mediante
un sistema de traduccion propio. En humanos, los com-
ponentes de los ribosomas mitocondriales estan codifi-
cados por los dos sistemas genéticos de la célula: los
rRNA por el mtDNA y las proteinas por el genoma
nuclear. Los ribosomas mitocondriales poseen un coe-
ficiente de sedimentacion de 55S, con subunidades de
28S y 39S, y mantienen aproximadamente la misma
masa que los ribosomas bacterianos. El contenido en
RNA es aproximadamente la mitad del de ribosomas de
E. coli, pero se compensa con la incorporaciéon de un
mayor namero de proteinas (52 en la subunidad gran-
de y 33 en la pequena) (50). La mitocondria no posee
el rRNA 5S, comun en otros tipos de ribosomas, pero
en el extremo 3’ de rRNA 16S humano hay una secuen-
cia de 23 nt que presenta una homologia del 48 % con
la secuencia del rRNA bS de Bacilus subtilis (51). Por
otra parte, el codigo genético utilizado por la mitocon-
dria es algo diferente del codigo universal. Asi, el
codon UGA actiia como codificante de triptoéfano, en
lugar de ser uno de los codones de terminacion. Asi-
mismo, ademas de AUG, la mitocondria humana utili-
za AUA y AUU como codones de iniciacién, mientras
que AGA y AGG, codones de arginina en el c6digo uni-
versal, son senales de terminacion. Estas u otras altera-
ciones semejantes se han encontrado en las mitocon-
drias de todos los organismos estudiados.
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Asimismo, la mitocondria presenta un modelo de
reconocimiento de codones inusual, que permite la lec-
tura del codigo genético con un namero de tRNA menor
del requerido para el codigo universal. El analisis de la
secuencia completa del mtDNA humano ha mostrado
la existencia de solo 22 genes para tRNA, que pueden, sin
embargo, leer todo el codigo genético mitocondrial (20).
El nuevo mecanismo implica la interaccion de «dos de
cada tres» bases entre el codon y el anticodon. De esta
manera, cada una de las 8 familias del codigo con 4 codo-
nes para un aminoacido determinado se leeria por un
solo tRNA, y no por dos, como en el sistema de reconoci-
miento del codigo universal. En todos los casos, estos
tRNA tienen una U en la primera posicion del anticodon
que puede emparejarse con las 4 bases de la tercera posi-
cion de los codones de cada familia. En las otras 6 fami-
lias se siguen utilizando 2 tRNA para leer los 4 codones,
de forma que los del tipo NNAG son reconocidos por
tRNA con una U modificada en la primera posicion del
anticodoén, y los del tipo NNU( lo son por los tRNA con
una G en dicha posicion del anticodon. De esta forma,
bastarian 24 tRNA para traducir el c6digo genético mito-
condrial. La ausencia de los codones AGG y AGA y la
falta de un tRNA para ellos, junto con el hecho de que un
solo gen para el tRNAM pueda originar también,
mediante modificaciones secundarias, el tRNAFMet
hacen que un total de 22 genes sean suficientes para
todos los tRNA necesarios para la sintesis de proteinas
codificadas en el organulo.

Para la traduccion del mensaje genético, la mitocon-
dria utiliza una serie de factores de traduccion especifi-
cos, todos ellos codificados también en el nucleo.

Los polipéptidos sintetizados en los ribosomas mito-
condriales forman parte del sistema OXPHOS vy tienen
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que interaccionar, ensamblarse, con las proteinas compo-
nentes de este sistema que estan codificadas en el DNA
nuclear (nDNA), y que, después de ser sintetizadas por
ribosomas citoplasmicos, tienen que ser importadas al
interior de la mitocondria para producir el sistema
OXPHOS completo. Por lo tanto, la biogénesis de este
sistema depende de la expresion coordinada de los geno-
mas mitocondrial y nuclear, lo que representa un caso
unico en la célula.

2.5. Regulacion de la expresion del mtDNA

A pesar del amplio conocimiento que se ha llegado a
adquirir sobre el mtDNA y su expresion, se tiene muy
poca informacion acerca de la regulacion de su expre-
sion y de la coordinacion con la expresion del genoma
nuclear. Con el fin de avanzar en este conocimiento,
nuestro grupo puso a punto una nueva aproximacion
metodologica utilizando mitocondrias aisladas intactas
como modelo de trabajo in vitro. Esta técnica permitia
trabajar con mitocondrias libres de la influencia del
nucleo-citoplasma y, por tanto, estudiar la accion directa
de distintos efectores sobre la transcripcion mitocon-
drial. En primer lugar se comprobo6 que las mitocondrias
aisladas transcriben el mtDNA y procesan el RNA de un
modo similar a como sucede in vivo. Con este modelo se
ha demostrado que las mitocondrias son capaces de man-
tener su capacidad transcripcional durante varias horas
después de ser aisladas de su entorno celular, y de modu-
lar la transcripcion en respuesta a situaciones fisiologicas
tales como la demanda energética celular, la falta de
aporte de factores citoplasmicos u hormonas (52,53). En
particular, se ha demostrado que las hormonas tiroideas
tienen un efecto directo sobre la transcripciéon mitocon-
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drial regulando los niveles de mRNA y rRNA mediante la
seleccion del lugar de iniciacion de la transcripcion en
H, o H, (53). Asimismo, se ha visto que la regulacion pos-
transcripcional de la expresion génica mitocondrial
incluye el procesamiento de los transcritos primarios
(52,54) vy la estabilidad diferencial de los transcritos
maduros (52,565). Como se ha indicado, la regulacion
transcripcional puede realizarse a nivel de iniciacion,
pero también a nivel de terminacion del proceso. En este
altimo aspecto, se ha demostrado que el control de la sin-
tesis de TRNA se verifica también por fosforilacion del
factor de terminacion mTERF y su posible union a la
zona de los promotores (40,49), Asi, el factor estaria
siempre unido a su secuencia de unién en el tRNAM Y,
justo después de la region del rDNA, y provocaria la ter-
minacion de la unidad de transcripcion pequena cuando
estuviera fosforilado, sintetizando fundamentalmente los
rRNA. La desfosforilacion del factor permitiria a la RNA
polimerasa avanzar y transcribir la cadena H completa.
La unién simultanea, o a través de otras proteinas, de
mTERF a la zona de los promotores formando un bucle
en el DNA haria que, en su forma fosforilada, provocase
la iniciacién en H, y terminacién en el extremo 3’ de la
zona de los rRNA; de este modo, la frecuencia de eventos
de la unidad de transcripcion pequena seria mas elevada
que cuando comienza en H, (40,41,49).
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3
CARACTERES DIFERENCIALES
DE LA GENETICA MITOCONDRIAL

La localizacion del sistema genético mitocondrial en un
organulo citoplasmatico y el alto namero de copias de
mtDNA por célula le otorgan unas caracteristicas genéti-
cas propias que las diferencian de las del DNA nuclear. Asi:

1. Modo de herencia. E1 mtDNA se hereda exclusivamen-
te por via materna (56). La madre transmite el genoma
mitocondrial a todos sus hijos, pero solo las mujeres lo
transmiten de nuevo a la siguiente generacion. Esto se
debe al elevado ntimero de copias de mtDNA que contie-
nen los 6vulos y a que las mitocondrias del espermatozoi-
de se eliminan por un proceso activo en los primeros
estadios de division celular (57).

2. Poliplasmia. E1 nimero de moléculas de mtDNA es,
en general, muy elevado y varia entre unas pocas en las pla-
quetas y unas 100000 copias en el oocito. La mayor parte
de los tejidos contienen entre unas 1000 y 10000 copias
por célula, con 2 a 10 moléculas de DNA por mitocondria.
En un principio, todas las células de un individuo normal
tienen el mismo tipo de mtDNA (homoplasmia). Sin
embargo, debido a la alta tasa de mutacion del mtDNA,
como veremos mas adelante, es probable que aparezca
una mutacion y que puedan coexistir dos poblaciones de
mtDNA, una normal y otra mutada (heteroplasmia).
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3. Segregacion mitdtica. Cuando existe una heteroplas-
mia, las moléculas de mtDNA segregan al azar entre las
células hijas durante la division celular, pudiendo dar
lugar a tres posibles genotipos: homoplasmicos normal y
mutante y heteroplasmico con porcentajes variables de
mtDNA mutado. Por tanto, el fenotipo de una célula con
heteroplasmia dependera del porcentaje y naturaleza del
DNA mutado que contenga. Como los diferentes tejidos
y organos se forman a partir de un grupo de estas célu-
las, una de las caracteristicas de las enfermedades mito-
condriales es que suelen ser multisistémicas.

4. Expresion umbral. Un tejido funciona perfectamente
mientras tiene un porcentaje de copias de mtDNA nor-
mal suficientes como para producir la cantidad necesaria
de ATP para su funcionamiento. Sin embargo, cuando el
namero de copias de mtDNA mutado sobrepasa un nivel
determinado, diferente para cada tejido, la produccion
de ATP se ve afectada, y, por debajo de un nivel umbral,
aparecen las manifestaciones de la enfermedad.

No todos los tejidos tienen las mismas necesidades
energéticas, por lo que no todos se veran afectados del
mismo modo al pasar los niveles umbrales de producciéon
de ATP. Los tejidos mas afectados son el sistema nervioso
y el muscular, aunque, realmente, cualquier 6rgano o
tejido puede verse implicado. Asimismo, los niveles de
heteroplasmia pueden variar de un tejido al otro, siendo
superior, en general, en los postmitoticos, como el cere-
bro o el musculo, ambos de dificil acceso, y menores en
tejidos mitoticos, como la sangre, lo que provoca que esta
altima sea una muestra no fiable para el diagnoéstico de
muchas patologias mitocondriales.

5. Alta tasa de mutacion. E1l mtDNA es muy vulnerable y
presenta una tasa de mutacion espontanea 10-20 veces
superior a la del ADNn. Este hecho puede ser consecuen-
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cia de la alta produccion de radicales de oxigeno que se
originan constantemente en la mitocondria y que danan
a un DNA con informacion genética muy compacta, que
no esta protegido por histonas, y en el que los mecanis-
mos de reparacion parecen ser insuficientes. En un indi-
viduo determinado se estaria produciendo continuamen-
te, a lo largo de la vida, una pequena heterogeneidad en
el mtDNA como consecuencia de las mutaciones que se
estan originando en sus células somaticas. Este dano
mitocondrial pudiera ser la causa de la disminucion en la
capacidad respiratoria de los tejidos que tiene lugar en el
envejecimiento. Asi, el grupo de Attardi encontré eviden-
cias que apoyan esta teoria al demostrar que las mitocon-
drias acumulan determinadas mutaciones con la edad

(58).
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4
ENFERMEDADES CAUSADAS
POR MUTACIONES
EN EL DNA MITOCONDRIAL

Desde que se descubrio6 y se caracterizo el mtDNA
se pens6 en la posible existencia de enfermedades
genéticas de origen mitocondrial que pudieran estar
asociadas a defectos en la cadena respiratoria y que se
presentaran con un modo de herencia materna. Sin
embargo, no fue hasta 1988 cuando se describieron las
primeras mutaciones en el mtDNA asociadas a enfer-
medades mitocondriales humanas (13-15). Desde
entonces, el namero de mutaciones y el espectro de
enfermedades por ellas producidas ha crecido enor-
memente.

Una de las caracteristicas que mejor define la patolo-
gia mitocondrial es su complejidad. Las mitocondrias
son componentes fundamentales de todos los tejidos y
organos, por lo que estas enfermedades son, en general,
multisistémicas, muchos 6rganos o tejidos se ven afecta-
dos, y no es raro que una misma mutacion dé lugar a
fenotipos muy diferentes o que distintas mutaciones
produzcan el mismo (tablas 1y 2). En algunos casos, los
sintomas de la enfermedad pueden encuadrarse en sin-
dromes bien definidos; sin embargo, otras veces presen-
tan solapamiento de sintomas o, como sucede en los
ninos, estos no quedan muy claramente definidos por
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no haberse desarrollado del todo. Asimismo, las enfer-
medades mitocondriales pueden afectar solamente a un
tejido especifico, como el nervio 6ptico en la neuropa-
tia Optica hereditaria de Leber, o a las células cocleares
en un tipo de sordera mitocondrial (59).

Tabla 1
CRITERIOS DIAGNOSTICOS EN ENFERMEDADES CAUSADAS
POR MUTACIONES EN EL. DNA MITOCONDRIAL

0rgano /Tejido Manifestaciones clinicas/Caracteres
Sistema nervioso Encefalopatia

Ataxia cerebelar

Convulsiones

Mioclonias

Accidentes cerebro-vasculares
Retraso mental y psicomotor
Demencia

Migrana

Ceguera cortical

Depresion

Epilepsia

Neuropatia periférica

Misculo Miopatia progresiva
Intolerancia al ejercicio
Debilidad
Oftalmoplejia
Ptosis
Mioglobinuria

Sangre Anemia sideroblastica
Acidosis lactica
Pancitopenia

Ojo Atrofia optica
Retinitis pigmentaria
Cataratas
Diplopia

Oido Sordera

Corazon Cardiomiopatia
Defectos en conduccion cardiaca
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Tabla 1(Continuacion)

CRITERIOS DIAGNOSTICOS EN ENFERMEDADES CAUSADAS
POR MUTACIONES EN EL. DNA MITOCONDRIAL

Organo/Tejido

Manifestaciones clinicas/Caracteres

Sistema endocrino

Diabetes mellitus
Diabetes insipidus
Hipoparatiroidismo
Hipotiroidismo
Baja estatura

Intestino Pseudo-obstruccion intestinal
Vomitos

Pancreas Disfuncion pancreatica exocrina

Higado Fallo hepatico

Rinéon Sindrome de Fanconi

Fallo renal

Morfologia muscular

Fibras rojo-rasgadas en biopsias mus-
culares

Inclusiones paracristalinas en mito-
condria

Histoquimica Fibras COX negativas

Bioquimica Disminucion de actividad de comple-
jos respiratorios y/o de enzimas respi-
ratorios en biopsias musculares

Laboratorio Acidosis lactica en sangre

Acidosis lactica en liquido cerebroes-
pinal
Hipoglucemia

El nimero de trastornos y de mutaciones en el mtDNA
es muy grande (se han descrito mas de 150 mutaciones
puntuales y numerosas deleciones diferentes), por lo que
aqui solo me referiré a los fenotipos mas caracteristicos y
a las mutaciones o zonas hot spot que mas cominmente se
han asociado a ellos (tabla 2), dejando de lado un ntme-
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Tabla 2
MUTACIONES DEL DNA MITOCONDRIAL MAS FRECUENTES
Y ENFERMEDADES ASOCIADAS

Enfermedad Mutacion Gen Referencias
LHON G3460A ND1 (125,126)
G11778A ND4 (13)
T14484C ND6 (127)
NARP T8993G/C ATP6 (128,129)
Leigh (MILS) T8993G/C ATP6 (129-131)
T9176G/C ATP6 (132,133)
MELAS A3243G (RNALew(UUR) (134)
Hot spot tRNALu(UUR) - (17)
MERRF A8344G (RNAL® (135)
Hot spot tRNALS (17)
Diabetes y sordera A3243G (RNALw(UUR) - (136)
Sordera no sindromica A1555G rRNA 12S (1387)
inducida por aminogli-
cosidos
Sordera neurosensorial Hot spot tRNASer(UEN) — (138)
CPEO Delecion tnica Varios genes  (113,139)
Deleciones multiples (140-143)
Kearns-Sayre Delecion Gnica (115,144,145)
Pearson Delecion Gnica (146)

LHON: Neuropatia optica hereditaria de Leber; MELAS: Encefalomiopatia mitocon-
drial con acidosis lactica y episodios de accidentes cerebro-vasculares; MERRI: Epilepsia
mioclonica con fibras rojo-rasgadas; MILS: Sindrome de Leigh de herencia materna;
CPEO: Oftalmoplejia progresiva externa cronica. Una lista actualizada de mutaciones
asociadas a distintos fenotipos puede encontrarse en MITOMAP: A Human Mitochon-
drial Genome Database <http://www.mitomap.org>.
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ro muy grande de mutaciones que, en general, se han des-
crito solo en casos aislados. De todas formas, habra que
tener en cuenta que nos podemos encontrar con que
mutaciones que estan ligadas a un fenotipo concreto pue-
dan ser la causa de nuevos fenotipos y que un sindrome
determinado pueda estar causado por mutaciones locali-
zadas en distintos genes. En este relato de trastornos mito-
condriales, los clasificaremos de acuerdo con las caracte-
risticas genético-moleculares de las mutaciones, mas que
con respecto a los sintomas clinicos. Asi, las enfermeda-
des producidas por danos en el mtDNA se pueden dividir
en tres grandes grupos segin estén asociadas a 1) muta-
ciones puntuales, 2) deleciones, 3) deplecion de mtDNA
(disminucion de numero de copias).

El alto indice de mutacion del mtDNA hace que sea
posible encontrar un gran nimero de mutaciones pun-
tuales; sin embargo, no todas van a ser patologicas, ya
que la mayoria representan polimorfismos que se han
fijado en la poblacion. ;Cuando se debe considerar una
mutacion como patogénica? Para resolver esta duda se
han descrito una serie de criterios, pero su aplicacion
depende mucho de cuan exigente se sea a la hora de
considerarlos. Asi, muchas mutaciones que en su
momento se consideraron patologicas han resultado ser
simples variaciones polimorficas, y, en otros casos, la
secuenciacion completa del mtDNA ha dado como
resultado la presencia de segundas mutaciones con
mayor posibilidad de ser patogénicas (60). En todo
caso, no es facil que todas las mutaciones cumplan
todos estos criterios, por lo que hay que aplicarlos con
cierta flexibilidad. Mas adelante se trataran estos crite-
rios de patogenicidad.
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4.1. Enfermedades causadas
por mutaciones puntuales en el mtDNA

Hasta el momento, se han descrito mas de 150 muta-
ciones puntuales patologicas distribuidas a lo largo de los
37 genes que codifica el mtDNA y que, en general, res-
ponden a un tipo de herencia materna. Algunas de estas
mutaciones aparecen frecuentemente asociadas a algu-
nos sindromes concretos (mutaciones comunes) y se des-
criben en la tabla 2. El resto de mutaciones solo se han
encontrado en casos puntuales. Las mutaciones que se
han asociado a patologias determinadas y que se conside-
ran patogénicas se pueden encontrar en la base de datos
de MITOMAP (<http://www.mitomap.org>) o en una
reciente revision (59,61).

¢Qué mutaciones hay que estudiar ante un caso de
enfermedad mitocondrial? Si los pacientes han sido eva-
luados con precision, el analisis puede restringirse a unas
pocas mutaciones que representan la mayor parte de los
casos. Solamente ante la presencia de defectos concretos
en la actividad de la cadena respiratoria se debe iniciar
un estudio de la presencia de otras mutaciones descritas,
o secuenciar la molécula completa de mtDNA, dada la
facilidad con la que se puede obtener su secuencia.

La variedad de fenotipos que se han asociado a enfer-
medades mitocondriales es igualmente enorme, lo que
hace imposible un tratamiento detallado de cada uno de
ellos en una revision de este tipo. Aqui citaremos sola-
mente los mas habituales.

Entre las enfermedades mas frecuentes causadas por
mutaciones puntuales en genes codificantes de proteinas
nos encontramos con la neuropatia optica hereditaria de
Leber (LHON), los sindromes de Leigh de herencia
materna (MILS), de neuropatia periférica, ataxia y retini-
tis pigmentosa (NARP), de intolerancia al ejercicio, y
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otros. Las mutaciones puntuales en genes de los tRNA
causan mayoritariamente los sindromes de MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y
accidentes cerebro-vasculares), MERRF (encefalomiopatia
mitocondrial con fibras rojo-rasgadas), cardiomiopatias,
diabetes de herencia materna con sordera, etc. En los
genes codificantes de los rRNA también se han encontra-
do mutaciones puntuales asociadas fundamentalmente a
sordera inducida por aminoglicésidos y sensoneural.
Todas estas mutaciones son habitualmente de herencia
materna, aunque algunas veces son especificas del tejido.

4.2. Enfermedades causadas
por deleciones del mtDNA

Otro tipo de enfermedades producidas por defectos en
el mtDNA se debe a la presencia de deleciones (pérdida de
parte del DNA). Al igual que las producidas por mutacio-
nes puntuales, afectan a la biogénesis del sistema OXPHOS
y, por tanto, a la sintesis de ATP. Actualmente hay descritas
numerosas deleciones distintas, si bien una de ellas, 1a dele-
ci6n comun de 4977 pares de bases, se encuentra mucho
mas frecuentemente. Deleciones del mtDNA se han encon-
trado en sindromes como CPEO (oftalmoplejia cronica
progresiva externa), Kearns-Sayre, en el de médula y pan-
creas de Pearson, MNGIE (encefalopatia neurogastrointes-
tinal mitocondrial), etc. Se desconoce como se producen
estas deleciones, en la mayoria de los casos esporadicas, si
bien en algunos casos se han encontrado de herencia
materna y en otros parece que se deben a mutaciones en
genes nucleares que afectan al metabolismo de nucleotidos
mitocondriales. Recientemente, se ha hecho un esfuerzo
en relacionar el tamano y lugar de localizacion de las dele-
ciones con el fenotipo que padecen (62).
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4.3. Enfermedades causadas por deplecion del mtDNA

Por altimo, el genoma mitocondrial puede causar
enfermedades no por la presencia de mutaciones propia-
mente dichas en su molécula, sino por una disminucion
considerable de los niveles de mtDNA (deplecion de
mtDNA). Los sindromes de deplecion mitocondrial
(MDS) son un grupo clinica y genéticamente muy hete-
rogéneo, de herencia autosomico recesiva, que estan
caracterizados por una fuerte reduccion del nimero de
copias de mtDNA especifica de tejido. No se ha identifi-
cado ninguna mutacion en el mtDNA, lo que sugiere que
estos sindromes estan producidos por defectos en genes
codificados en el DNA nuclear implicados en la maquina-
ria de mantenimiento del mtDNA (fallos de replicacion
o desequilibrio en los niveles de nucle6tidos). Actual-
mente, se distinguen tres tipos diferentes de formas de
presentacion: miopatica, encefalomiopatica y hepatoce-
rebral (63). Se considera que existe una depleciéon mito-
condrial cuando los niveles de mtDNA estan por debajo
del 30 % con respecto a controles emparejados por edad
y sexo (64,65), pero en los casos graves se llega hasta valo-
res por debajo del 5 %. La mayoria de ellos mueren en su
infancia temprana, aunque algunos alcanzan hasta la
pubertad e incluso mucho mas (66). Se han asociado
varios genes nucleares con el origen de las distintas for-
mas de sindrome de deplecion. Asi, la forma miopatica se
ha asociado a mutaciones en el gen timidina kinasa-2
(TK2), una desoxirribonucleésido kinasa especifica de la
mitocondria que fosforila timidina, desoxicitidina y des-
oxiuridina (67,68); la forma encefalomiopatica, al gen que
codifica la subunidad b de la succinil-CoA sintasa forma-
dora de ADP (SUCLA2) (69), un enzima de matriz mito-
condrial que cataliza la sintesis reversible de succinil-CoA
a partir de succinato y CoA; y la forma hepatocerebral, al
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gen codificante de desoxiguanosina kinasa (DGUOK)
(70). Asimismo, el sindrome de Alpers se considera como
una forma de sindrome de deplecion que se ha asociado
a mutaciones en los genes codificantes de desoxiguanosi-
na kinasa (DGUOK) (70), DNA polimerasay (71) y
MPV17 (72,73). Recientemente se han detectado otros
genes que causan sindrome de deplecion; entre ellos se
encuentran RRM2B, que codifica la subunidad pequena
de ribonucleétido reductasa inducible por el p53 citoso-
lico (74), SUCLGI, que codifica la subunidad de la succi-
nato-coenzima A ligasa, y PEO1, gen de la helicasa mito-
condrial Twinkle (75,76).

Las enfermedades mitocondriales, tomadas en su con-
junto, son uno de los tipos de enfermedades genéticas
mas frecuentes. En algiin estudio se ha encontrado que
uno de cada 6000 habitantes padece o es portador de
una mutacion en el mtDNA. A pesar del gran avance con-
seguido en estos 21 anos en el diagnostico de las mito-
condriopatias, se conoce todavia muy poco sobre los
mecanismos patogenéticos y menos aun sobre las tera-
pias a emplear.

4.4. Nuevas mutaciones puntuales en el mtDNA
y criterios de patogenicidad

El nimero de mutaciones descritas en el mtDNA es
muy grande, por lo que se podria pensar que se ha llega-
do ya al limite de cambios en dicho DNA que puedan ori-
ginar enfermedades. Sin embargo, como se ha mencio-
nado anteriormente, el genoma mitocondrial presenta
una alta tasa de mutacion, y es muy posible que todavia
se puedan encontrar otras muchas mutaciones patogéni-
cas que estén relacionadas con sindromes especificos o
con nuevos fenotipos. Ademas, debido a la alta variabili-
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dad fenotipica, es probable que fenotipos muy suaves
pasen desapercibidos. Asi, recientemente en nuestro
laboratorio hemos descrito una nueva mutacion en el
gen codificante de la subunidad 1 de la citocromo c oxi-
dasa asociada a un retraso mental moderado con debili-
dad vy fatigabilidad (77). Ademas, la probabilidad de
detectar una nueva mutacion ha aumentado con la posi-
bilidad de la secuenciacion completa del mtDNA de
tamano pequeno y con un coste asequible. En cualquier
caso, no hay que olvidar que, tratandose del mtDNA, se
debe secuenciar el DNA del tejido mas afectado, ya que
no se puede descartar la presencia de mutaciones soma-
ticas.

En todo caso, una nueva mutacion en el mtDNA nece-
sita cumplir una serie de criterios para que pueda ser con-
siderada como patogénica. Esto no es una tarea facil. Para
ello, se establecieron varios criterios, al principio muy sen-
cillos y que luego se han ido ampliando o modificando.
Sin embargo, no todas las mutaciones patogénicas llegan
a cumplir todos y cada uno de estos criterios, por lo que
hay que ser extremadamente cuidadosos en su aplicacion
y tener una mente abierta a la hora de definir una muta-
cion como patogénica, con el fin de que pueda avanzar la
medicina mitocondrial (60). A continuacién haremos
una descripcion de dichos criterios, si bien hay que dejar
muy claro que no siempre una mutacion patologica llega
a cumplir todos, pese a lo cual no puede descartarse su
patogenicidad. Estos criterios son los siguientes:

a) La mutacion debe estar presente en pacientes y ausente en
individuos control. Una mutacion patogénica no debe
encontrarse en individuos normales; sin embargo, hay
muchas mutaciones claramente patologicas pero que
presentan una penetrancia incompleta, por lo que pue-
den encontrarse en miembros sanos del mismo pedigri
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en forma homoplasmica (LHON). Hoy en dia hay cerca
de 4000 secuencias del mtDNA, lo que representa un
buen namero para comprobar si la mutacion ha sido des-
crita o no anteriormente. Asimismo, también podria ser
cierto que mutaciones definidas en estudios poblaciona-
les fueran potencialmente patologicas.

b) La mutacion debe encontrarse en fondos genéticos diferen-
tes. Este criterio implica una asociacion independiente
con el fenotipo y es imposible de cumplir en nuevas
mutaciones.

c) Existencia de correlacion entre el porcentaje de la muta-
cion y el fenotipo. Como se ha indicado, el nimero de
moléculas de mtDNA es muy elevado, por lo que pueden
llegar a coexistir moléculas normales con mutadas (hete-
roplasmia), que segregaran al azar entre las células hijas
durante la division celular (segregacion mitotica). En
consecuencia, el fenotipo de una célula heteroplasmica
dependera de la naturaleza de la mutacion y del porcen-
taje de mtDNA mutado que tenga. Cuando el nimero de
copias de DNA mutado sobrepase un umbral, la funcién
OXPHOS estara comprometida, disminuira la sintesis de
ATP y se desarrollara la enfermedad. Heteroplasmia no
es necesariamente sinéonimo de patogenicidad. Cual-
quier variante homoplasmica en el mtDNA ha atravesado
un estado heteroplasmico antes de fijarse en la poblacion
como tal. Este criterio no es aplicable, logicamente, a
mutaciones homoplasmicas.

d) La mutacion debe ser la mejor candidata a ser patogéni-
ca. Con la secuenciacion completa del mtDNA es posible
que aparezcan varios cambios en su secuencia, por lo que
habra que discernir cual de todas es la patologica. De
alguna manera, estamos dando mucha importancia a la
secuenciacion completa del genoma mitocondrial. A
veces se encuentran mutaciones nuevas, y, si mas o menos
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cumple los criterios antes mencionados, se dice que es
patologica. Sin embargo, la posterior secuenciacion de la
molécula de mtDNA completa ha llevado al descubri-
miento de otras mutaciones que pueden ser mejores can-
didatas. Ademas, aunque durante mucho tiempo se ha
considerado que era imposible la coexistencia de mas de
una mutacion patologica en el mismo mtDNA, ya se han
descrito pacientes con dos mutaciones patologicas (78).

Por otro lado, es bastante habitual que se descarten
como patologicas las mutaciones que se localizan en la
region de control del mtDNA. En esta region se encuen-
tran las secuencias que desempenan un papel importan-
tisimo en la regulacion de la replicacion y de la transcrip-
cion, aunque su funcion sea practicamente desconocida.
Asimismo, mutaciones sinonimas en los genes codifican-
tes de proteinas, que no producen cambio de aminoaci-
do, podrian alterar potenciales elementos de respuesta a
las hormonas y afectar la regulacion de la expresion del
genoma. Finalmente, es muy posible que alguno de los
nucleotidos no codificantes de las regiones codificantes
pueda afectar el procesamiento de los RNA policistroni-
cos que se originan a partir de las tres unidades de trans-
cripcion.

e) La mutacion debe afectar a nucleotidos muy conservados
evolutivamente. El grado de conservacion de un nucleoti-
do determinado en el DNA depende, muy frecuente-
mente, de la importancia funcional que tenga la posicion
que ocupa. Por ello, es normal que una mutacion patol6-
gica afecte a posiciones muy conservadas.

f) La mutacion debe afectar a dominios funcionales impor-
tantes de las proteinas. Este punto es un poco consecuencia
del anterior y tiene mucha importancia. Por ello, es
imprescindible el conocimiento de la estructura y fun-
cion de las subunidades del sistema OXPHOS. Asimismo,
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la mutacion puede afectar a dominios funcionales en los
rRNA o tRNA con pérdida de su funcion.

g) La transferencia de un mtDNA con una mutacion a lineas
celulares sin mtDNA debe ir acompanada de una transferencia
del defecto molecular y/o celular: Construccion de cibridos trans-
mitocondriales. Con todos los inconvenientes descritos
anteriormente, es facil comprender que son necesarias
pruebas funcionales directas para el establecimiento del
caracter patogénico de una mutacion. Sin embargo, esta
demostracion no es una tarea facil, ya que los fondos
genéticos mitocondriales o nucleares, asi como el
ambiente, pueden actuar como factores modificadores, y
la capacidad para detectar los defectos funcionalmente
relevantes de las mutaciones puede depender del contex-
to del sistema experimental utilizado. En este sentido,
hoy en dia se considera que la mejor prueba para saber
si una mutacion es patologica es la construccion de lineas
celulares transmitocondriales. Estas consisten en la
fusion de lineas celulares humanas con otro fondo
nuclear y a las que se ha eliminado su mtDNA (células
rho 0) con plaquetas de un paciente que porten la muta-
cion en el mtDNA a analizar (79,80). La transferencia del
fenotipo funcional del paciente a estos cibridos represen-
ta la mejor evidencia de implicacion del ADNmt mutado
en la enfermedad. Esta técnica se ha usado mucho en los
laboratorios de genética mitocondrial para determinar la
patogenicidad de una mutacion.

Una de las metas para comprender mejor las enferme-
dades mitocondriales es la obtencion de animales de
laboratorio con mutaciones en el mtDNA. Sin embargo,
por el momento hay muy pocos modelos animales con
este tipo de mutaciones. Entre ellos, existe un ratéon con
una mutacion en el rRNA 16S (81), otro porta una dele-
cion en el mtDNA (82) y otro presenta una mutacion en
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la subunidad 1 de la citocromo oxidasa (83,84). Una
explicacion bastante probable para esta escasez de mode-
los de raton es que las mutaciones del mtDNA mas graves
se eliminen de la linea germinal femenina (85). En todo
caso, se debe mencionar que, por el momento, no existe
ningtn modelo animal con mitocondrias que posean
mutaciones humanas.

4.5. Criterios de diagndstico
de las enfermedades mitocondriales

Como se ha indicado, las manifestaciones clinicas de
las enfermedades mitocondriales son muy variadas y pue-
den afectar a una gran diversidad de 6rganos y tejidos, ya
que la sintesis de ATP se produce en todos ellos y a cual-
quier edad. Tal circunstancia hace que el diagnoéstico de
estas enfermedades sea muy complejo y que se tenga que
basar en una serie de aspectos clinicos, morfologicos,
bioquimicos y genéticos muy determinados que permi-
tan hacer pensar que estamos ante una de estas enferme-
dades. Todo ello exige un estudio muy profundo que
implica necesariamente a expertos de areas muy diversas.

a) Manifestaciones clinicas. La caracteristica mas comuan
de las enfermedades del mtDNA es la de ser trastornos
multisistémicos que pueden afectar practicamente a cual-
quier 6rgano y tejido, pero fundamentalmente a aquellos
que mas dependen de la energia mitocondrial, como son
los sistemas nervioso y muscular, dando lugar a sindro-
mes muy heterogéneos (tabla 1). Sin embargo, también
se encuentran fenotipos en los que solo un tejido esta
afectado, como ocurre en LHON (nervio optico) y en la
sordera mitocondrial (células cocleares). La posibilidad
de existencia de enfermedad mitocondrial se debe tener
en cuenta cuando un paciente presenta una asociacion
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de sintomas bastante inexplicable con un rapido y pro-
gresivo curso de la enfermedad que implica a 6rganos no
relacionados. Entre las manifestaciones clinicas mas
comunes se encuentran una o varias de las siguientes:
encefalopatia, desordenes motores, accidentes cerebro-
vasculares, convulsiones, demencia, retraso mental, mio-
patia, intolerancia al ejercicio, ptosis, oftalmoplejia, reti-
nopatia pigmentaria, atrofia Optica, ceguera, sordera,
cardiomiopatia, defectos en la conduccion cardiaca, dis-
funciones hepaticas y pancreaticas, diabetes, defectos de
crecimiento, anemia sideroblastica, pseudo-obstruccion
intestinal, nefropatias, acidosis metabolica y otras mani-
festaciones mas secundarias. En algunos casos se pueden
asociar una serie de sintomas con sindromes determina-
dos, pero, en general, no se puede delimitar con preci-
sion porque el solapamiento de sintomas es muy frecuen-
te y el curso y gravedad de los mismos varia en los
diferentes individuos (59,86,87).

b) Andalisis de laboratorio. Una de las manifestaciones
bioquimicas mas comunes de las enfermedades mito-
condriales, aunque no de forma general ni especifica,
es la elevacion de lactato por encima de 2,5 mM. Este,
junto a piruvato y su relacion molar, se deben determi-
nar en plasma vy, a ser posible, en liquido cefalorraqui-
deo. Al mismo tiempo, se deben estudiar los niveles de
coenzima Q, folato, cuerpos cetonicos, glucosa, aminoa-
cidos, carnitina, creatinina, urea, acidos grasos no este-
rificados y niveles de hormonas cuando esté clinicamen-
te indicado. Recientemente se ha puesto de manifiesto
la importancia de determinar los niveles de folato en
sangre y en liquido cerebro-espinal, ya que algunas
enfermedades mitocondriales, en particular el sindro-
me de Kearns-Sayre, cursan con una deficiencia de fola-

to cerebral (88,89).

47



Dependiendo de los signos de enfermedad que se
vayan encontrando, se tiene que considerar la realizacion
de estudios oftalmolégicos, de neuroimagen, pruebas
neurofisiologicas, audiometria, endoscopia, ensayos de
funcion renal, agudeza visual, electrocardiogramas, eco-
cardiogramas y espectroscopia de resonancia magnética
para determinar el metabolismo energético de cerebroy
musculo in vivo, etc.

c) Estudios anatomopatologicos. E1 analisis histoquimico
de biopsias musculares es uno de los mas importantes
para la deteccion de anormalidades mitocondriales. Una
de las caracteristicas morfologicas mas tipicas de estas
enfermedades es la presencia de fibras rojo-rasgadas
(RRF) en biopsias musculares tenidas con tricromo de
Gomori modificado, o con la reacciéon para succinato
deshidrogenasa (SDH). La disfuncion mitocondrial
puede medirse también mediante la utilizacion de mar-
cadores histoquimicos para enzimas oxidativos; en parti-
cular, la presencia de fibras no reactivas a la tinciéon his-
toquimica de la citocromo c oxidasa (COX negativas)
permite observar la gravedad de la deficiencia enzimati-
ca. La microscopia electronica puede revelar la presencia
de inclusiones paracristalinas o de mitocondrias con
forma y tamano anormales, aunque no es de mucho
valor en el diagnostico mitocondrial.

d) Estudios bioquimicos. Una de las pruebas mas conclu-
yentes de padecimiento de una enfermedad del sistema
OXPHOS se obtiene mediante la determinacion de la
actividad enzimatica de los complejos respiratorios mito-
condriales. Los pacientes con mutaciones en el mtDNA
muestran un rango de actividades enzimaticas: normales,
defectos aislados en un complejo o defectos multiples.
En general, el tejido que debe ser analizado es aquel en
el que se expresa la enfermedad; como el musculo suele
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estar siempre afectado, este es el tejido habitualmente
mas utilizado. Si no es posible, al menos se deben realizar
biopsias de piel para estudios en fibroblastos en cultivo.

e) Estudios de ensamblaje de complejos OXPHOS. El
ensamblaje de los complejos que forman parte del siste-
ma OXPHOS se puede estudiar mediante electroforesis
en geles nativos de poliacrilamida (blue native polyacrylami-
de gel electrophoresis), sin disociarlos en sus constituyentes
polipeptidicos (90). Esta técnica permite cuantificar los
niveles de los complejos OXPHOS perfectamente ensam-
blados y puede ser de gran ayuda a la hora de decidir
hacia donde enfocar los estudios moleculares.

f) Analisis del pedigri y genético-moleculares. El estudio
familiar puede dar pistas acerca del posible modo de
herencia de la enfermedad. Las enfermedades del siste-
ma OXPHOS pueden presentarse tanto con un tipo de
herencia mendeliana (autosémica dominante, autosémi-
ca recesiva o ligada al cromosoma X) como materna,
debido al doble origen genético de este sistema. Las
enfermedades debidas a defectos en el mtDNA presentan
fundamentalmente una herencia materna cuando estan
producidas por mutaciones puntuales. Sin embargo, las
mutaciones en el mtDNA pueden aparecer de forma
esporadica, ser somaticas, etc. La historia familiar y el
analisis del pedigri puede ser uno de los principales indi-
cios para un diagnostico de patologia debida a mutacio-
nes en el genoma mitocondrial.

En el caso de deleciones y depleciones, a pesar de que
existe un dano sobre el mtDNA, la causa puede ser debi-
da a la accion de otras proteinas codificadas en el DNA
nuclear implicadas en el mantenimiento del sistema
genético mitocondrial. Estos casos, al igual que sucede
con las proteinas componentes del sistema OXPHOS que
estan codificadas en el DNA nuclear y las que participan
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en su ensamblaje, presentan un modo de herencia men-
deliana.

Por la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas,
morfologicas y bioquimicas de las enfermedades mitocon-
driales se hace necesario llevar a cabo un analisis genético-
molecular que determine la mutacion causante de la enfer-
medad. Los resultados de las investigaciones previas
deberian guiar los estudios genéticos que se deben realizar.

El analisis genético-molecular del mtDNA solo debe-
ria llevarse a cabo cuando los ensayos clinicos, morfol6-
gicos, bioquimicos, etc., indiquen el padecimiento de
una enfermedad de este tipo. Sin embargo, hoy en dia,
dada la rapidez con que se pueden realizar los analisis
moleculares, es muy frecuente, sobre todo en la infancia,
que estos se hagan después de que una exploracion clini-
ca revele indicios de una enfermedad mitocondrial y
antes de que se hayan podido estudiar otros parametros.

4.6. Diagnéstico prenatal y consejo genético

El diagnostico prenatal y consejo genético de enfer-
medades causadas por defectos en el mtDNA de herencia
materna es muy complejo y arriesgado debido a las carac-
teristicas de la genética mitocondrial (segregacion mito-
tica, niveles de heteroplasmia, efecto umbral e influencia
de factores genéticos y ambientales como modificadores
fenotipicos). Cuando una madre posee un mtDNA en
heteroplasmia es imposible predecir qué porcentaje de
las moléculas mutantes heredaran sus hijos y en qué por-
centaje estara presente en cada uno de los tejidos. Es
posible que encontremos, en una madre con heteroplas-
mia, 6vulos con un porcentaje de moléculas danadas que
puede ir del 0 al 100 %. Segun el 6vulo que sea fecunda-
do, la proporcion de heteroplasmia variara. Por otro
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lado, las mitocondrias se distribuiran entre las células
hijas, que derivan del zigoto, totalmente al azar, por lo
que el porcentaje de moléculas mutadas también variara
en los tejidos que de ellas se forman. Por eso, aunque se
transmita una mutacion a los hijos, no se puede predecir
si tendran un fenotipo patologico. La presencia o ausen-
cia de una mutacion en vellosidades corionicas y/o
amniocitos, utilizadas para el diagnoéstico prenatal, no
permite deducir el porcentaje de la mutacion en cerebro
u otro tipo de tejidos del feto, por lo que es imposible
predecir el padecimiento de la enfermedad. Por todo lo
dicho, en el estado actual de nuestros conocimientos es
desaconsejable realizar analisis prenatales.

4.7. Influencia de los haplogrupos mitocondriales
sobre la enfermedad

Como consecuencia de la actividad de la cadena res-
piratoria, la mitocondria es la principal fuente de pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno. La localiza-
cion del mtDNA muy proxima a la membrana interna
mitocondrial y sin proteccion por histonas hace que su
tasa de mutacion sea mucho mas elevada que la del
nDNA. Muchas de las mutaciones que se produzcan
seran causa de enfermedad, como ya se ha mencionado,
y algunas podrian ser tan daninas que harian inviables a
los individuos que las poseyeran. Sin embargo, muchas
de las mutaciones pueden ser mas inocuas y fijarse en la
poblacion como polimorfismos. Cada nueva mutacion
que se introduce producira un genotipo mitocondrial o
haplotipo ligeramente diferente del original, dando
lugar a una nueva linea mitocondrial. El conjunto de
haplotipos mitocondriales estrechamente relacionados
se conoce como haplogrupo.
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Las variantes genéticas que definen los haplogrupos
afectan a todos los tipos de genes y podrian ser factores
de susceptibilidad para el desarrollo de determinados
fenotipos. Asi, tras el descubrimiento de las mutaciones
patologicas G11778A y T14484C, se hizo evidente que
un porcentaje elevado de los pacientes con LHON per-
tenecia al haplogrupo mitocondrial J y que esta varian-
te genética incrementa la penetrancia de estas dos
mutaciones (91). Este mismo haplogrupo esta sobrerre-
presentado en individuos centenarios (92) y subrepre-
sentado en pacientes con enfermedad de Parkinson
(93). Del mismo modo, el haplogrupo T predomina en
pacientes con astenozoospermia moderada, mientras
que el H es mas frecuente en individuos con buena
motilidad espermatica (94). Asimismo, en los tltimos
anos ha habido una explosion de resultados que ligan la
variacion en el mtDNA al cancer (95), envejecimiento y
enfermedades relacionadas con la edad (96), etc., lo
que amplia el campo de la patologia mitocondrial
humana. Sin embargo, no siempre es posible asociar un
haplogrupo determinado a un fenotipo concreto
(97,98) (tabla 3).

La explicacion del hecho de que el mismo haplogru-
po mitocondrial sea un agente de susceptibilidad frente
a determinadas enfermedades y a la vez de resistencia
contra otros fenotipos se encuentra en el papel dual y
antagonico del sistema OXPHOS: la generacion de ener-
gia, por un lado, y la de calor, por otro. Asi, las variantes
desacoplantes provocarian una menor capacidad pro-
ductora de energia, pero una mayor generacion de calor
y una menor generacion de especies reactivas de oxige-
no (ROS). La pérdida en la eficacia productora de
energia aumentaria la penetrancia de mutaciones pato-
logicas (99). Por otra parte, una cadena desacoplada
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Tabla 3

ALGUNOS HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES
ASOCIADOS A DETERMINADOS FENOTIPOS

Haplogrupos
mtDNA Fenotipo
] Longevidad (R)
LHON (S)
Parkinson (R)
Osteoartritis de la rodilla (R)
Maculopatia asociada a la edad (S)
T DIDMOAD (S)
Maculopatia asociada a la edad (S)
Astenozoospermia (S)
Alzheimer (R)
Neuropatia periférica asociada a NRTT (S)
Entrenamiento de resistencia
H Demencia debida a cuerpos de Lewy (S)
H1 Accidente cerebro-vascular isquémico (R)
H5 Alzheimer (S)
Sordera y migrana (S)
U Alzheimer (S)
Uk Longevidad (R)
Parkinson (R)
Esclerosis multiple (S)
Sordera asociada a la edad (S)
LHON (S)
D Longevidad (R)
Infarto (R)
R Sepsis (R)
N9a Diabetes tipo 2 (R)

Sy R indican susceptibilidad y resistencia, respectivamente.
NRTI: Nucledtidos inhibidores de la transcriptasa inversa.

mantendria los intermediarios portadores de electrones
en un estado mas oxidado, reduciendo la probabilidad
de producir especies reactivas de oxigeno y, por tanto,
comportandose como un factor de resistencia frente a
los fenotipos dependientes del dano oxidativo, como el
envejecimiento y las enfermedades asociadas a la edad

(100).
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4.8. Genes nucleares codificantes de proteinas
mitocondriales: regreso a la genética mendeliana

Como hemos visto, solamente 13 de las proteinas com-
ponentes del sistema OXPHOS estan codificadas en el
mtDNA. El resto de subunidades proteicas, ademas de
todos los factores implicados en su importe a la mitocon-
dria, procesamiento, modificacion y ensamblaje en los
complejos, asi como todos los enzimas y factores necesa-
rios para el mantenimiento y expresion del genoma mito-
condrial, estan codificados en el DNA nuclear. Por ello,
cabe esperar que la mayoria de enfermedades mitocon-
driales se deban a mutaciones en este genoma y que se
transmitan con un modo de herencia mendeliano. En los
altimos anos se han ido descubriendo e identificando
mutaciones en estos genes que causan enfermedad mito-
condrial (17). Asi, a modo de ejemplo, el sindrome de
Leigh esta producido, como se ha indicado mas arriba,
por una mutacion en el mtDNA con herencia materna.
Sin embargo, esta enfermedad se transmite con mas fre-
cuencia por herencia autosomica recesiva, y se han encon-
trado e identificado mutaciones en el gen de la PDH
(piruvato deshidrogenasa), en genes nucleares codifican-
tes de subunidades del complejo 1 (101,102) y del comple-
jo1 (103) codificado enteramente en el ntucleo. Asimismo,
se han localizado mutaciones en genes nucleares que codi-
fican proteinas que, aunque no forman parte de los com-
plejos respiratorios, son necesarios para su ensamblaje.

Como hemos visto, las dificultades con las que nos
encontramos en el campo de las enfermedades mito-
condriales son muchisimas, lo que hace que no se
conozcan todavia en profundidad los mecanismos pato-
genéticos y que no exista practicamente ninguna estra-
tegia terapéutica.
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4.9. Terapia de las enfermedades mitocondriales

Es muy dificil resumir en pocas palabras el desafio que
supone el tratamiento terapéutico de las enfermedades
mitocondriales, puesto que, como se ha indicado, estas
enfermedades estan compuestas por un heterogéneo
grupo de fenotipos que abarcan todos los tipos de espe-
cialidades médicas. A esto cabe anadir que el conoci-
miento que se tiene sobre el sistema OXPHOS es todavia
muy parcial y que pueden llegar a descubrirse nuevas e
impredecibles funciones para estas proteinas. Por todo
ello, las estrategias terapéuticas deben ser muy diversas y
especificas, siendo inconcebible que un «tratamiento
magico» pueda servir para tratar todas las enfermedades.

La mayoria de los tratamientos disponibles son solo
sintomaticos y de apoyo. Los tratamientos sintomaticos se
basan fundamentalmente en drogas, transfusiones de
sangre, cirugia, medidas dietéticas y fisioterapia. El trata-
miento farmacologico puede clasificarse en especifico
(tratamiento de la epilepsia, dolores de cabeza, sintomas
extrapiramidales, episodios de accidentes cerebro-vascu-
lares, o manifestaciones no neuroldgicas), no especifico
(antioxidantes, aceptores y donadores de electrones,
cofactores, etc.) y restringido (evitar farmacos de conoci-
da toxicidad hacia las funciones mitocondriales). El tra-
tamiento debe ser individualizado por las caracteristicas
tan peculiares de la genética mitocondrial. A pesar de
unas posibilidades tan limitadas, se deben ofrecer trata-
mientos sintomaticos, pues pueden tener un impacto
sobre el curso y resultados de las enfermedades.

4.10. La patologia mitocondrial en Espaia

En 1988 se describieron las primeras mutaciones en el
mtDNA. En 1990, y anticipando la importancia futura de
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este campo en la medicina, creamos en nuestro laborato-
rio de la Universidad de Zaragoza la primera unidad en
Espana de diagnostico genético-molecular de enferme-
dades mitocondriales. Desde entonces este servicio ha
crecido mucho, y actualmente se reciben muestras de
diversos hospitales que abarcan una amplia zona geogra-
fica de Espana, de Italia y de diversos paises de América
Latina y norte de Africa. En él se realiza el diagnéstico de
rutina en patologia mitocondrial analizando las mutacio-
nes mas comunes asociadas a cada una de las enfermeda-
des. Cuando los resultados son negativos y se tienen
todos los indicios de que se trata de una mitocondriopa-
tia, se lleva a cabo un estudio de investigacion con el fin
de poder encontrar mutaciones nuevas que originen la
enfermedad. El hallazgo de una mutaciéon nueva implica
la determinacion de su patogenicidad. Como el indice de
mutacion del mtDNA es muy alto, es bastante posible
encontrar un gran nimero de mutaciones puntuales; sin
embargo, la mayoria son mutaciones silenciosas, poli-
morfismos, que no van a causar ningun tipo de defecto.

En muchos casos, para poder demostrar que la muta-
cion tiene un efecto fenotipico, se procede a la utilizacion
de modelos celulares con cibridos transmitocondriales.
Estas lineas celulares se construyen mediante fusion de
células rho 0, que carecen de mtDNA, con plaquetas del
paciente que portan mitocondrias con el mtDNA muta-
do. Después de una seleccion de las lineas de interés, se
realizan estudios de medida de respiracion, de activida-
des de los complejos del sistema de fosforilacion oxidati-
va, de crecimiento, etc., para ver si la mutacion ha origi-
nado una deficiencia de actividad. Una mutaciéon en un
gen codificante de proteinas suele crear lineas celulares
con defectos en el complejo del cual forma parte el poli-
péptido mutado. En el caso de mutaciones en los tRNA,
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es la sintesis de proteinas mitocondriales la que se ve
afectada, con una disminucion de la sintesis total de
dichas proteinas y la consiguiente disminucion de la acti-
vidad de varios complejos respiratorios. Esta disminucion
de la sintesis de proteinas por mutaciones en los tRNA
puede estar originada por muchas causas; entre ellas se
ha descrito una disminuciéon de la aminoacilacion de los
tRNA, es decir, de unién del aminoacido al extremo 3’
del tRNA. Las mutaciones en los rRNA también afectaran
a la sintesis de proteinas, pero esto esta menos estudiado.

A pesar del gran avance conseguido en estos 31 anos
en el diagnoéstico de las mitocondriopatias, se conoce
todavia muy poco sobre los mecanismos patogenéticos y
menos aun sobre las terapias a emplear.

En estos anos, nuestro servicio ha analizado mas de
3400 muestras, entre pacientes y familiares relacionados
por via materna, y se ha encontrado que solamente alre-
dedor de un 16 % presentan alguna de las mutaciones
conocidas. Se trabaja intensamente en la busqueda de
nuevas mutaciones asociadas a enfermedades o nuevas
enfermedades que puedan estar causadas por mutacio-
nes en el mtDNA. Asi, en nuestro laboratorio se han
encontrado numerosas deleciones nuevas asociadas a los
clasicos sindromes de CPEO, Kearns-Sayre y Pearson
(62,104), y mutaciones puntuales nuevas como la
T14487C asociada a necrosis bilateral del estriado y disto-
nia, o mutaciones en el tRNA™* asociadas a lipomatosis
multiple simétrica (105-107) o a otras enfermedades
(17,60,62,77,88,107-121).

El apogeo de las enfermedades mitocondriales ha lle-
vado a otros grupos en Espana, fundamentalmente en
Madrid y Barcelona, a establecer sus propios centros de
diagnostico. El ano 2002, estos y otros centros se reunie-
ron en una red tematica de investigacion cooperativa
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sobre enfermedades del sistema OXPHOS (Red Mitoes-
pana) con el fin de aunar esfuerzos, unificar protocolos
de diagnostico clinico, histoquimico, bioquimico y gené-
tico, y de, si es posible, proponer una terapia para estas
enfermedades. Hoy en dia pertenecemos a uno de
los CIBER del Instituto de Salud Carlos III, en particular
al CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER).

Ademas, desde finales de los anos noventa se viene
observando que la variacion genética poblacional en el
mtDNA es un factor importante en el desarrollo de las
enfermedades multifactoriales asociadas a la edad y en la
longevidad, y recientemente se estan acumulando evi-
dencias acerca del papel de las mutaciones en el mtDNA
y el desarrollo del cancer. Nuestro grupo también ha sido
pionero en el desarrollo de este campo. Asi, a mediados
de los noventa se comenzo a estudiar la influencia de
estos polimorfismos mitocondriales en distintos fenoti-
posy se pudo detectar que el haplogrupo T esta sobrerre-
presentado en la astenozoospermia moderada (94).

Nuestro trabajo de mas de 19 anos en mitocondriopa-
tias y fenotipos multifactoriales nos esta permitiendo
plantear retos mas ambiciosos, como la farmacogenomi-
ca mitocondrial y el sistema OXPHOS como diana far-
macologica en las enfermedades multifactoriales y el
cancer (122).
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5
EL DNA MITOCONDRIAL
EN ANALISIS FORENSES

El hecho de estar presente en un namero de copias
muy elevado, su alta velocidad de mutacion, la ausencia
de recombinacion y la herencia materna hacen que el
mtDNA sea un instrumento sumamente valioso en los
analisis forenses. De este modo, se esta utilizando de
forma muy habitual en el analisis de huesos viejos, dien-
tes, pelo y de otras muestras biologicas en las que la can-
tidad de DNA nuclear es muy baja. Su validez en analisis
forenses, evolutivos y antropologicos esta muy bien docu-
mentada y se ha utilizado con éxito en la identificacion
de las victimas del atentado terrorista contra el World
Trade Center en Nueva York, de los desaparecidos de la
dictadura argentina, en la verificacion de los restos del
zar Nicolas II, etc. (123,124).
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