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Parte 1:

INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDADES MITOCONDRIALES.

1.1.1. Definicion.

Clasicamente, las enfermedades mitocondriales constituyen un grupo
heterogéneo de trastornos en los que una disfuncién mitocondrial, primaria y
significativa, produce un cuadro clinico caracteristico. En la actualidad, el
término enfermedad mitocondrial se reserva para aquellas enfermedades en
las que existe un defecto o alteracion a nivel de la cadena respiratoria

mitocondrial (DiMauro et al, 2003).

El término mitocondria fue acufiado originalmente en aleman por el
microbidlogo Carl Benda en el afio 1898. Proviene del griego antiguo, de los
términos “mitos” o “uito¢” que significa hilo o hebra, y “chondros” o “xovépiov",
diminutivo de "x6vdpoc¢”, cuyo significado es grano, terron o cartilago. Dicha
etimologia viene dada por las estructuras alargadas que la mitocondria
contiene en su interior y por el pequefio tamafio que representa en el interior de

la célula.

Las mitocondrias son organelas que se encuentran en el citoplasma de
la célula eucariota, estan rodeadas de dos membranas, la membrana externa y
la membrana interna (figura 1), claramente diferentes en sus propiedades y en
sus funciones enzimaticas (Pagliarini et al, 2006). Son autorreplicantes, se
reproducen por fision binaria como las bacterias y presentan un sistema

genético propio, con toda la maquinaria necesaria para replicar, transcribir y
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traducir la informacién genética que contienen (DiMauro et al, 2005; Wallace,
2005). Son los organulos productores de energia, por lo que se las considera la
“fabrica o central energética” de la célula. Se encargan de completar el proceso
de consumo de la glucosa y acidos grasos generando la mayor parte del
trifosfato de adenosina (ATP) que necesita la célula para sus funciones, de
manera que realizan las Ultimas etapas de la descomposicién de las moléculas
de los alimentos. Estas etapas finales consisten en el consumo de oxigeno y la
producciéon de dioxido de carbono, proceso llamado respiracion celular. El
namero de mitocondrias de una célula depende de la funciéon de ésta. Las
células con demandas de energia particularmente elevadas, como son las
células musculares, tienen mayor niumero de mitocondrias que otras células

con menor demanda energética (Peterson et al, 1988; Molnar et al, 1998).

Espacio intermembrana

Membrana externa

Mitocondria

A)
Figura 1. A) La mitocondria se compone de una membrana externa y otra interna. La
membrana interna se repliega formando las crestas mitocondriales. El espacio que queda entre
ambas membranas se denomina espacio intermembrana. Bafiando las crestas se encuentra la

matriz mitocondrial. B) Dos mitocondrias vistas en el microscopio electronico de transmision.

La funcién primaria de las mitocondrias es la produccion de ATP del
metabolismo oxidativo. Varias vias metabdlicas intermediarias de los hidratos

de carbono, acidos grasos y aminoacidos convergen en las mitocondrias a nivel
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de la acetil-Coenzima A (acetil-CoA) para la conversion final del combustible en
energia quimica (ATP). El piruvato, el producto final de la glicolisis anaeroébica,
se transporta a través de la membrana interna mitocondrial, estando el
transporte acoplado al flujo hacia dentro de los iones de hidrégeno, rebajando
su gradiente electro-quimico a través de la membrana mitocondrial interna. El
transporte de acidos grasos libres a través de la membrana mitocondrial
requiere dos enzimas (carnitina palmitoil transferasas, CPT | y Il), una molécula
transportadora (L-carnitina) y una translocasa (translocasa carnitina acil-
carnitina). La acetil-CoA entra en el ciclo de Krebs. Las moléculas producidas
son transportadas en la cadena de transporte electronico de la membrana
mitocondrial interna (figura 2) (Verma y Moraes, 2006). La disfuncién de la
cadena respiratoria (CR) mitocondrial lleva consigo una alteracion en el
mecanismo de produccion de energia en forma de ATP necesaria para el
mantenimiento de las estructuras y funciones de la célula, de tal forma que las
células mas sensibles a esta falta de energia seran las mas afectadas en las
enfermedades mitocondriales. Este hecho hace que el musculo esquelético y el
cerebro sean los tejidos mas frecuentemente implicados en estas
enfermedades, y de ahi el término de "encefalomiopatia mitocondrial" (DiMauro,

2005).

Mitochondrial Functions

Figura 2. Funciones de la mitocondria (Neuromuscular Disease Center)
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En las enfermedades mitocondriales el defecto mitocondrial debe ser
primario y significativo (Peterson et al, 1988). No obstante, se conoce que
existen anomalias mitocondriales en otras patologias como la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, enfermedades neurodegenerativas
en las que se han detectado deleciones en el acido desoxirribonucleico
mitocondrial (MtDNA) (Schapira et al, 1998; Schapira, 2006; Bender et al, 2006;
Kraysberg et al, 2006). También se han descrito anomalias mitocondriales en la
miositis por cuerpos de inclusion (Molnar et al, 1998), en la hipercolesterolemia
(Dahmani, 2008) y asociadas a alteraciones provocadas por farmacos, como
ocurre con las estatinas (Martinez Garcia et al, 1997). En estos casos el
defecto mitocondrial tiene un significado dudoso, desconociéndose su

importancia bioldgica real en estas entidades.

1.1.2. Epidemiologia.

La epidemiologia de las enfermedades mitocondriales no es del todo
bien conocida. El primer caso descrito de enfermedad mitocondrial se remonta
a 1962, fecha en la que Luft y colaboradores relacionan un cuadro de
hipermetabolismo eutiroideo con un defecto en el acoplamiento de Ila
fosforilacion y oxidacion mitocondrial, encontrando mitocondrias anormales en

la biopsia muscular (Luft et al, 1962).

Los estudios iniciales estimaban una prevalencia aproximada para las
enfermedades mitocondriales de 1 caso por cada 50.000 habitantes (Chinnery
et al, 1997). Estudios mas recientes nos hacen ver que las enfermedades

mitocondriales no son raras en su conjunto, estimandose que afecta, al menos,
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a 1 de cada 8500 individuos (Chinneri et al, 2001). Esta incidencia es superior
para el caso de algunas mutaciones del mtDNA, como la transicion A3243G, de
la que son portadores 1/6134 personas en el norte de Finlandia (Majamaa et al,
1998). Respecto a la poblacion pediatrica, en Finlandia se estudiaron 116 nifios
con retraso psicomotor inexplicable sobre una poblacién de 97.000 nifios, de
los cuéles 17 mostratron alteraciones bioquimicas de la cadena respiratoria y
s6lo 1 nifio tenia una mutaciéon en el mtDNA (Uusimaa et al, 2000). En
Inglaterra, se estima que 6,57 por 100.000 adultos y 12,48 por 100.000
individuos (adultos y nifios) desarrollan o tiene riesgo de desarrollar

enfermedades mitocondriales (Chinnery et al, 2000).

La aportacion de nuevos casos clinicos de origen mitocondrial nos ayuda
a ampliar el conocimiento sobre estas enfermedades y hace suponer que su
incidencia sea cada vez mayor. El importante avance en la investigacion de
estas enfermedades por parte de determinados grupos (Galan-Ortega et al,
1999; Artuch et al, 1998), mediante la aplicacion sistematica de las técnicas de
biologia molecular encaminadas a la busqueda de mutaciones en el mtDNA, ha
puesto de manifiesto que las alteraciones a nivel de la cadena respiratoria
mitocondrial no representan un trastorno tan raro como comunmente se piensa
(Bonilla et al, 1992). Se ha estimado que la prevalencia de las enfermedades
mitocondriales es similar a la prevalencia de otras enfermedades neuroldgicas
como las distrofias musculares o la esclerosis lateral amiotréfica (DiMauro e

Hirano, 2005; Bernier et al, 2002).
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1.1.3. Genética.

La formacién de las mitocondrias, en particular de los complejos
enzimaticos que conducen a la sintesis de energia en forma de ATP, es el
resultado de la accién coordinada de dos genomas diferentes, el genoma
nuclear y el genoma mitocondrial. El mtDNA es un material genémico circular
cerrrado de doble cadena que se localiza en el interior de las mitocondrias
celulares (figura 3). Esta formado por 16.569 pares de bases,
aproximadamente 16.6 Kilobites (Kb), y aunque sélo codifica una fraccién
pequefia de las proteinas mitocondriales de la cadena respiratoria, es
responsable de un elevado niamero de deficiencias de la actividad de la misma
(Moraes et al, 2003). Las proteinas restantes del mtDNA son codificadas por el
DNA nuclear (hDNA), genoma comun al resto de la economia celular (Castro-

Gago et al, 1998).

La doble biogénesis mitocondrial da lugar a que los déficits de la
fosforilacion oxidativa puedan ser debidos a diferentes mecanismos genéticos

(Montoya et al, 2002) que se enumeran a continuacion:

a) Mutaciones del mtDNA, transmitidas por herencia materna o vertical
(mutaciones puntuales) o bien mutaciones de aparicibn espontanea
(deleciones y duplicaciones) (Van Goethem et al, 2002; Poulton et al,

1989);

b) Defectos de interaccion entre el mtDNA y el nDNA (comunicacion
intergendmica), transmitidos por herencia mendeliana (deplecién o

deleciones multiples) (Suomalainen y Kaukonen, 2001; Spinazzola y
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Zeviani, 2005);

c) Mutaciones del nDNA, transmitidas por herencia mendeliana (Zeviani

et al, 1990), y por tanto, sin defectos en el mtDNA (Spelbrink et al,

2001; Nishino et al, 1999; Kaukonen et el, 2000; Van Goethem et al,

2001).
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Figura 3. Diagrama del mtDNA humano y las mutaciones patogénicas mas comunes. En el circulo interior

se muestran los puntos de mutacion y genes codificadores de proteinas, con el fenotipo clinico indicado y
la posicion del nucleétido se muestra entre paréntesis.

Las alteraciones mas frecuentes que se encuentran en el mtDNA son de
dos tipos: deleciones unicas, con o sin duplicaciones de la molécula, y
mutaciones puntuales. Las deleciones unicas se suelen detectar en pacientes
esporadicos, por lo que se piensa que el evento mutacional puede tener lugar

en el oocito materno o durante la embriogénesis temprana. No parece que
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exista riesgo de recurrencia cuando la madre no presenta el cuadro clinico,
pero si ésta sufre la enfermedad ese riesgo puede elevarse al 4,11% (Chinnery
et al, 2004). Las mutaciones puntuales (Zeviani et al, 2004) pueden tener lugar
tanto en genes que codifican los acido ribonucleicos mitocondriales (mtRNA)
como proteinas (Kogelnik et al, 1998; MITOMAP). En las tablas de los anexos 2
y 3 se muestran las mutaciones descritas en el mtDNA y en genes nucleares,

causantes de diferentes sindromes mitocondriales.

1.1.3.1. Cadena respiratoria mitocondria

El mtDNA contiene informacién de 37 genes: 2 acido ribonucleico (RNA)
ribosdomico (rRNA) (12S y 16S), 22 RNA de transferencia (tRNA) y 13 genes
estructurales, los cuales codifican diferentes subunidades de los complejos
enzimaticos del sistema de fosforilacién oxidativa (Anderson et al, 1981; Ricoy-
Campo et al, 2003). Los 13 polipéptidos son componentes de cuatro de los
cinco complejos multienzimaticos de la cadena respiratoria mitocondrial (figura
4) (Solano et al, 2001). En la tabla 1 se resumen y esquematizan los complejos

de la cadena respiratoria mitocondrial.

Figura 4. Representacion de la
cadena respiratoria mitocondrial

mostrando los complejos

cl_cH cm CvN  cv

enzimaticos embebidos en la
membrana interna mitocondrial

y el flujo de electrones vy

NADH Succnato BE protones.
LA
e [1L1j0 ShBCAPGT 0 ;F.J...ﬁ P
= Nlujo de FI'I;,III;,II'.I'!'.H_ AT ADP
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Complejo Nombre Constituyentes Accién

| NADH-CoQ oxidorreductasa 25 polipéptidos (7) | Oxidacion NADH
Il Succinato CoQ oxidorreductasa 5 polipéptidos (0) Oxidacion sustratos

FADH2 dependientes

Il QH2 citocromo 11 subunidades (1) = Oxidacion sustratos
C oxidorreductasa NADH y FADH2 dependientes
v Citocromo C oxidasa (COX) 13 subunidades (3) | Transfiere equivalentes

reductores del Cit C al oxigeno

molecular

\Y ATP sintasa 2 subunidades Convierte el gradiente

12-14 polipéptidos | transmembrana en energia

(2) (ADP pasa a ATP)

Tabla 1. Sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial. Complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial. Accion y constituyentes principales. Entre paréntesis se recoge el nimero de

péptidos codificados por el mtDNA.

Como puede observarse, la cadena respiratoria esta formada por cuatro
complejos enzimaticos (I, Il, Il y IV) acoplados al complejo V, donde tiene lugar
la fosforilacién oxidativa. Todos los complejos, excepto el complejo II, poseen
subunidades codificadas por el mtDNA y el nDNA. Por tanto, una miopatia
mitocondrial puede ser debida a la alteracion de genes que vienen codificados

por cualquiera de estos dos genomas.

Los déficits aislados de los complejos |, lll y IV pueden ser debidos a
mutaciones en genes nucleares, especialmente si la historia familiar es
compatible con un patrén de herencia autosémico recesivo. Sin embargo,
también pueden ser debidos a mutaciones en genes del mtDNA codificantes de
proteinas, tanto en pacientes sin historia familiar como en pacientes con

evidencias de herencia materna. El déficit de complejo Il es bastante
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infrecuente, y el patron de herencia es siempre mendeliano. Los déficits
combinados de los complejos I, Il y IV (todos ellos con alguna subunidad
codificada por el mtDNA) se asocian, frecuentemente, a alteraciones de la
sintesis proteica mitocondrial y se relacionan, en la mayoria de los casos, con
alteraciones del mtDNA. Puede tener un origen primario (mutaciones en los
tRNA, rRNA y deleciones unicas del mtDNA) o secundario, por alteraciones en
genes nucleares que regulan la comunicacion intergendmica (deleciones
multiples y deplecion del mtDNA). Las alteraciones en genes nucleares que
intervienen en el sistema de translocacion de proteinas sintetizadas en el
citoplasma e importadas a la mitocondria constituyen un caso especial en su
expresion bioguimica. Las consecuencias, en este caso, podrian ser un unico
déficit enzimatico o una multienzimopatia, segun si la proteina alterada

interviene en la translocacion de una sola subunidad o de varias.

El déficit primario de CoQ10 fue descrito por primera vez en dos
hermanas con un cuadro progresivo de fatigabilidad y debilidad proximal, crisis
convulsivas y mioglobinuria (Ogasahara et al, 1989). La biopsia muscular
presentaba fibras rojo-rasgadas (RRF) y un exceso de lipidos. El estudio
bioguimico mostré una actividad enzimatica normal de los complejos I, II, 1l y
IV, mientras que estaba reducida la actividad combinada de los complejos I+l
y lI+lll. Posteriormente se ha descrito en otros cuadros clinicos de
encefalomiopatia sin mioglobinuria (Musumeci et al, 2001) y en un fenotipo con
caracteristicas de sindrome de Leigh de inicio en la etapa adulta (Van der
Maldergem et al, 2002). Independientemente de la causa genética de este

déficit primario es importante su identificacion rapida, tanto a través de dichas
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actividades enzimaticas como valorando los niveles de CoQ10, pues el

tratamiento con dicho farmaco puede mejorar sustancialmente el cuadro clinico.

1.1.3.2. Caracteristicas de la genética mitocondria |

La genética mitocondrial tiene una serie de caracteristicas propias que
difieren significativamente del nDNA y le dan un caracter peculiar a la
fisiopatologia de las enfermedades mitocondriales. Estas caracteristicas son:
poliplasmia, heteroplasmia, efecto umbral, segregacion mitética y herencia
predominantemente materna (DiMauro et al, 1993; DiMauro y Moraes, 1993;
Zeviani et al, 1989), y tienen una consecuencia inmediata sobre las
enfermedades mitocondriales, la gran heterogeneidad tanto clinica como
bioquimica que presentan estos pacientes (DiMauro y Schon, 2001). A

continuacion desarrollamos la explicacion de estos conceptos:

» Poliplasmia. Cada célula, dependiendo de sus requerimientos de
energia, contiene un elevado numero de mitocondrias, y cada organelo
tiene un término medio de 5 genomas, de forma que cada célula puede

llegar a tener cientos o miles de copias de mtDNA.

» Heteroplasmia. Se refiere a la presencia de diferentes tipos de mtDNA
en la misma mitocondria, célula o individuo. En contraposicion, se
denomina homoplasmia a la presencia de un Unico tipo de mtDNA. En
tejidos normales, todas las moléculas de mtDNA son idénticas, es decir,

su mtDNA es homoplasmico. Si existe una mutacion en el mtDNA, ésta
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puede afectar a todos los genomas, constituyendo una homoplasmia
mutante (Monnat y Reay, 1986), o a parte de ellos, coexistiendo en la
misma célula o en el mismo tejido MmtDNA normal y mutado,

denominandose esta situacion heteroplasmia (Zhang et al, 2009).

Efecto umbral. La expresiéon fenotipica de una mutacion patogénica del
MtDNA no sigue las reglas de la herencia mendeliana y depende en
gran medida de las proporciones de mtDNA normal y mutado que
existen en un tejido en particular. ElI efecto umbral representa la
proporcion minima de mtDNA mutado necesaria para alterar el
metabolismo oxidativo al nivel suficiente que produzca la disfuncion de
un determinado o6rgano o tejido, lo cual esta condicionado por los

requerimientos energéticos del mismo.

El umbral de expresion fenotipica es diferente para cada tejido,
siendo menor para aquellos con mayor requerimiento energeético
(cerebro, musculo esquelético y cardiaco). Ademas, el porcentaje de
mutacion puede ir cambiando a lo largo de la vida del paciente,
haciendo que la expresibn de la enfermedad se produzca en
cualquier momento de la misma y afectando sucesivamente a distintos
organos y tejidos. Ello también, en parte, es responsable de la
distinta expresion clinica que presentan distintos pacientes con la misma
alteracion genética. Incluso, en el caso de tejidos con alto indice de
recambio, como el hematico, una mutacion puede llegar a desaparecer

debido a un fenédmeno de seleccion clonal negativa.
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Segregacion mitdtica, o distribucion de la mutacién en diferentes tejidos.
La division de las mitocondrias y la replicacion del mtDNA son procesos
aleatorios independientes del ciclo celular, lo que causa la denominada
segregacion mitética del mtDNA. Debido a este hecho, si un paciente es
heteroplasmico, la proporcion de moléculas de mtDNA mutadas puede

variar de tejido a tejido (Jenuth et al, 1996).

Herencia materna. El mtDNA se hereda por via materna, y parece que,
salvo excepciones, el de origen paterno no contribuye significativamente
en la herencia. Las mujeres pasan este DNA a todos sus hijos, pero sélo
las hijas lo volveran a pasar a la siguiente generacion. Es decir, presenta
un modo de herencia vertical no mendeliana. EI DNA paterno se pierde
en los primeros estadios celulares después de la fecundacion

(Schawartz et al, 2002).

Por otra parte, el mtDNA posee una elevada tasa de mutacion

espontanea, diez veces superior a la del nDNA (Rubio Gonzélez et al, 2004).
Un factor determinante en la aparicion de mutaciones en el mtDNA es la
exposicidon continuada de estas moléculas a las especies reactivas del oxigeno
(ROS) producidas por la fosforilacién oxidativa (Bogenhagen et al, 2007). El
MtDNA es especialmente susceptible a este estrés oxidativo ya que se
encuentra muy proximo a la cadena respiratoria mitocondrial y no se encuentra
protegido por histonas (Greaves et al, 2006). En la mitocondria el mtDNA es
reparado cuando existe algun dafio, sin embargo, esta reparaciébn es menos

eficiente que la del nDNA (Bohr y Anson, 1999; Sawyer y Van Houten, 1999).
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Es por ello que, a pesar de los pocos genes codificados por el mtDNA, éste
puede ser responsable de numerosos cuadros clinicos asociados a mutaciones

en el mismo.

1.1.4. Biopsia muscular

El masculo esquelético es el tejido de eleccién para el estudio de las
mitocondrias, tanto por su facil accesibilidad como por su dependencia del
metabolismo oxidativo (Barrientos, 2002; Tanji y Bonilla, 2001). Ademas,
frecuentemente, las deficiencias de la cadena respiratoria no se expresan en
los fibroblastos cultivados (biopsia de piel). Por ello, el método habitual de
estudio es la biopsia muscular (Ricoy-Campo, 2003). En las enfermedades
mitocondriales son caracteristicas las alteraciones histopatolégicas en el
musculo. No obstante, una biopsia muscular normal no excluye el diagndstico

(Bernier et al, 2002; Dubowitz y Broke, 1985).

Con la microscopia Optica la alteracion morfolégica mas caracteristica es
la presencia de fibras "rojo-rotas" o “rojo-rasgadas” (RRF, del inglés “raged-red
fibers”) en el masculo esquelético, si bien T o™ ™
éstas no se encuentran siempre. Las RRF )
se ponen de manifiesto con la tincion de
tricromico de Gomori modificado (figura 5)

(Engel y Cunningham, 1963).

Figura 5. Biopsia muscular. La flecha sefiala una

RRF puesta de manifiesto con la tincién tricrémico.
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Con la técnica de tricromico de Gomori, las fibras musculares muestran
grandes acumulos de organelas, en las que se forman hendiduras artefactuales
al cortar el tejido en el criostato y se tifien intensamente de rojo, de ahi que se
las denomine fibras RRF (figura 5 y 6B). Las RRF también pueden observarse
con marcadores de la actividad oxidativa mitocondrial como la succino-
deshidrogenasa (SDH), que pone de manifiesto el aumento de actividad
oxidativa, también en disposicion subsarcolémica, y cambios variables en el
patron miofibrilar (Morgan-Hughes, 1994). Con la tincion de nicotinamida
adenindinucleétido glucohidrolasa (NADH), y con la citocromo oxidasa (COX)
pueden observarse estos cambios (figura 6), permitiendo ademas éste ultimo
marcador poner de manifiesto, en algunos casos, defectos en este complejo de

la cadena respiratoria mitocondrial (Hasegawa et al, 1991; Clark et al, 1999).

Figura 6. Diferente comportamiento de las RRF (flecha) en cada tipo de tincién. A) Tincién H-E. B) Tincion

Tricrémico de Gomori. C) Tincién SDH. D) Tincién COX-SDH.
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Ultraestructuralmente, las RRF corresponden a fibras musculares con
alteraciones notables en el numero, disposicion, forma y estructura interna de
las mitocondrias. La distribucion de las RRF es anarquica (Chinchén, 1992) y la
proporcion varia de un espécimen de la biopsia a otro, e incluso en un mismo
paciente al repetir la biopsia un tiempo después (Reichman et al, 1993;
Tritschler et al, 1992). En general, las RRF son COX negativas, pero no todas
las fibras con tincion negativa para la COX son RRF. La coexistencia de RRF /
COX negativas es caracteristica de pacientes con oftalmoplegia externa
progresiva o el sindrome de Kearns-Sayre, con deleciones en el mtDNA

(Moraes and Schon, 1996).

Aunque durante mucho tiempo la presencia de RRF se ha considerado
un marcador inequivoco de una encefalomiopatia mitocondrial, hoy en dia este
concepto es inapropiado, al menos, por dos razones. En primer lugar, la
presencia de fibras rojo rotas, y mas frecuentemente la presencia de cambios
ultraestructurales en las mitocondrias, se puede observar en otras patologias
no mitocondriales, como las distrofias musculares, polimiositis (Campos, 1995),
dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusion (Hu et al, 2007) e incluso en
biopsias de pacientes ancianos (Gonzalez-Crespo et al, 1999; Cormio et al,
2005). Y en segundo lugar, existen enfermedades mitocondriales en las que no
se detecta la presencia de RRF en ningun caso, tal como ocurre en la atrofia
Optica de Leber (LHON) y en los pacientes con sindrome de Leigh con

mutaciones puntuales en el gen de la ATPasa-6 (Holt et al, 1990).

Ademas de la fibras RRF, en el musculo esquelético podemos encontrar
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otras alteraciones morfoldgicas relacionadas con defectos mitocondriales:

Variabilidad en el tamafo de las fibras, presencia de atrofia,
centralizacion de los nucleos o necrosis con fagocitosis con la

hematoxilina-eosina (Scelsi, 1992; Nonaka et al, 1988).

Defecto de una determinada actividad enzimatica, preferentemente de la
COX. Puede afectar a todas las fibras o sOlo a algunas, dando un
aspecto “salpicado”. En el interior de una fibra puede existir zonas
combinadas con y sin defecto que le da un aspecto “apolillado” (“moth-

eaten”) a la fibra muscular (Vogel, 2001).

Acumulo anormal de gotas lipidicas, a veces intenso enamascarando
cambios mitocondriales, y glucdégeno. Reflejan una afectacion general
del metabolismo intermediario, como consecuencia de disfuncion a nivel
de la cadena respiratoria (Peterson et al, 1988). EL depdsito de lipidos
en muchos casos es secundario a la alteracion en el metabolismo de la
carnitina, afectado secundariamente por el bloqueo en el transporte

electrénico (Campos et al, 1993).

El microcopio electronico es menos utilizado que el microscopio optico

para realizar el diagnostico. Los hallazgos que se han descrito con la

microscopia electronica son agregados subsarcolemales de mitocondrias con

anomalias en las crestas (Combes et al, 1989), incremento del numero de

mitocondrias o del tamafio de las mismas y presencia de inclusiones
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paracristalinas, identificadas como depdésitos de creatin-kinasa (Stadhouders et

al, 1994; Bonilla et al, 1980).

1.1.5. Expresion clinica

Las enfermedades mitocondriales pueden expresarse de formas muy
diversas, afectando a cualquier tejido (Schwartz et al, 2002) y en cualquier
momento de la vida, si bien es cierto que la sintomatologia mas frecuentemente

encontrada es neuromuscular (Leonard et al 2000; Zeviani et al, 1996).

Las mitocondrias se encuentran presentes en todas las células del
organismo y el tejido afectado va a depender por un lado, de la demanda
energética del tejido implicado (ésta demanda energética es elevada en
musculo, cerebro y corazén), y por otro lado, de la distribucion tisular del
defecto del mtDNA (Egger et al, 1981). Los principales sindromes clinicos
descritos asociados a alteraciones del metabolismo energético son los

siguientes (Verma y Moraes, 2006):

1. Sindrome de Alpers: regresion psicomotora, crisis mioclonicas, microcefalia

adquirida, insuficiencia hepatocelular

2. Sindrome de Pearson: anemia, disfuncién pancreatica exocrina

3. Sindrome de Barth: cardiomiopatia congénita, neutropenia

4. Oftalmoplejia externa crénica progresiva (CPEO)

5. Sindrome de Kearns-Sayre (SKS)
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6. Forma miopatica aislada: debilidad muscular, mialgias, intolerancia al

ejercicio, miopatia progresiva, mioglobinuria

7. Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a ictus

“stroke-like” (MELAS)

8. Epilepsia mioclénica con miopatia de fibras rojo rasgadas (MERRF)

9. Sindrome de neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP)

10. Encefalomielopatia necrotizante subaguda (ENS, Sindrome de Leigh)

11.Neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON)

12.Encefalopatia mioneurogastrointestinal, Sindrome de MNGIE:
polineuropatia,  oftalmoplejia, leucoencefalopatia, = seudoobstruccién

intestinal

13. Sindrome DIDMOAD, y si es de inicio precoz, Sindrome de Wolfram:

diabetes mellitus, diabetes insipida, atrofia 6ptica, sordera neurosensorial.

Clasicamente las enfermedades mitocondriales se han clasificado en
base a la clinica o0 en base a la genética. La clasificacion clinica de las
enfermedades mitocondriales engloba dos grandes cuadros, las
encefalomiopatias y las miopatias que cursan sin encefalopatia. A continuacién
se expone la clasificacion clinica de las enfermedades mitocondriales y la

clasificacion genética de los defectos de la cadena respiratoria mitocondrial.
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1.1.5.1. Clasificacion clinica de las enfermedades

mitocondriales:

1. Encefalomiopatias mitocondriales

1.1. Precoces
a) Enfermedad de Leigh
b) Enfermedad de Alpers
c) Otros cuadros

1.2. Tardias
a) Enfermedad de Kearn-Sayre
b) MELAS
c) MERFF
d) Sindrome MNGIE
e) Sindrome NARP

1.3. Miscelanea

a) Neuropatia optica hereditaria de Leber

b) Sindromes no especificados
2. Miopatias mitocondriales
2.1. Precoces
a) Miopatia infantil fatal
b) Miopatia infantil benigna
2.2. Tardias
a) Oftalmoplejia externa progresiva

b) Miopatias proximales

c) Intolerancia al ejercicio, mialgias, mioglobinuria

d) Miocardiopatias
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1.1.5.2. Clasificacion genética de las enfermedade s mitocondriales:

1. Alteraciones del DNA mitocondrial
1.1. Deleciones unicas (habitualmente esporadicas)
1.2. Duplicaciones o duplicaciones/deleciones (herencia materna)

1.3. Mutaciones puntuales (herencia materna)

2. Alteraciones del DNA nuclear (herencia mendeliana)
2.1. Mutaciones en los genes que codifican enzimas

2.2. Alteraciones en la importacion de proteinas mitocondriales

3. Alteraciones en la comunicacién intergenémica
3.1. Deleciones multiples del DNA mitocondrial

3.2. Deplecion del DNA mitocondrial

1.1.5.3. Miopatias mitocondriales precoces y tardia s

Segun la edad de presentacion pueden distinguirse: cuadros precoces
en los que el paciente esta gravemente enfermo desde el nacimiento o se
deteriora rapidamente en los primeros afios de vida, y cuadros tardios , en
los que el paciente permanece asintomatico durante los primeros afios de
vida y los sintomas aparecen en la adolescencia o edad adulta. Las
miopatias mitocondriales precoces suelen manifestarse como severa
hipotonia del recién nacido. Los pacientes con miopatias mitocondriales de
aparicion tardia pueden presentar una variada expresion fenotipica, con
diversas combinaciones de los siguientes sintomas: oftalmoplejia externa,

debilidad muscular, miopatia proximal, intolerancia al ejercicio, mialgias,
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mioglobinuria y miocardiopatia (Barohn, 2004). La debilidad muscular suele
afectar a la musculatura proximal adoptando la forma de una miopatia de
cinturas (“limb-girdle”) (figura 7). La presentacion de intolerancia al ejercicio
con mialgias como sintomatologia exclusiva es poco conocida e infrecuente
en las series desritas. Estos pacientes presentan una limitacion patologica al
ejercicio que desencadena mialgias y/o una respuesta ventilatoria y
circulatoria excesiva (Haller et al, 1989), con acidosis metabdlica severa en
ocasiones (Schapira et al, 1998; Bet et al, 1990). La base bioquimica de la
fatiga muscular excesiva se relaciona con el defecto metabdlico que produce
una deficiente utilizacion de oxigeno a nivel mitocondrial con una rapida

entrada en metabolismo anaerobio (Elliot et al, 1989).

Figura 7. Miopatia mitocondrial tardia. Distribucién proximal de las paresias (“limb-girdle”).

Escéapula alada bilateral.
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1.2. MIOPATIAS OCULARES MITOCONDRIALES.

1.2.1. Definicion vy clasificacion de las miopatias oculares.

Las miopatias oculares son enfermedades de la musculatura ocular
que causan limitacibn de los movimientos oculares dando lugar a
oftalmoparesia u oftalmoplejia consecuencia de la paresia o paralisis,
respectivamente, de los musculos extraoculares, y de debilidad del musculo

elevador del parpado con una consecuente ptosis palpebral.

Bajo el concepto de miopatias oculares se incluyen entidades muy
diferentes. En el afio 1997 se realiz6 un intento de clasificacion utilizando como
criterio la edad de comienzo de los sintomas (Rowland et al, 1997). Segun este
criterio podemos diferenciar dos grupos: por un lado, las formas infantiles y, por
otro lado, las formas juveniles o de inicio en el adulto. Las miopatias oculares
infantiles corresponden a algunas miopatias congénitas (central core, multicore,
centronuclear, miotubular, nemalinica, agregados tubulares), la distrofia
muscular oculofaringea infantil y la miastenia gravis congénita, mientras que las
formas juveniles y del adulto comprenden la distrofia muscular oculofaringea y
las miopatias oculares mitocondriales. Otra forma de clasificar las miopatias
oculares es en funcion de su etiologia u origen. Segun la etilogia encontramos
miopatia congénita, distrofia muscular, miopatia inflamatoria, miopatia toxica,
miopatia por trastornos infiltrativos, miopatia por deficiencia de vitaminas

(vitamina E) y citopatias o miopatias mitocondriales (Verma y Moraes, 2006).

Los sindromes mitocondriales que clasicamente se han descrito con
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afectacion ocular son el SKS, la CPEO, el Sindrome de Pearson y el Sindrome
MNGIE (Verma y Moraes, 2006). La sintomatologia de ptosis palpebral y
alteracion de la motilidad ocular extrinseca en las miopatias oculares ocurre
cuando el lugar afectado es el musculo. Otras patologias que presentan clinica
ocular similar obligan a establecer el diagnostico diferencial con la CPEO, sin
embargo, la fisiopatologia afecta a otros lugares diferentes del musculo. El
ejemplo mas significativo es la miastenia gravis, cuya fisiopatologia se
encuentra en relacion con la unién o placa neuromuscular y no con el musculo
en si. También en la afectacion de los nervios motores oculares por diferentes
patologias y las lesiones nucleares o paranucleares de los mismos dan

sintomatologia ocular sin que exista un dafio muscular (Behbehani et al, 2007).

1.2.2. Clinica de las miopatias oculares mitocondri ales.

Existen dos sindromes mitocondriales bien descritos que implican a la
musculatura extraocular: el Sindrome de Kearns-Sayre y la Oftalmoplejia

externa progresiva.

1.2.2.1. Sindrome de Kearns-Sayre.

Para el diagndéstico de Sindrome de Kearns-Sayre deben cumplirse los

los tres criterios clinicos mayores que lo definen:

1) Comienzo antes de los 20 afos de edad,
2) Ptosis palpebral y oftalmoplejia externa progresiva, v,

3) Retinitis pigmentaria (figura 8)

33



Figura 8. A) Fondo de ojo normal. B) Fondo de ojo de paciente con SKS que muestra

una retinitis pigmentaria atipica.

Ademads, el paciente debe presentar al menos uno de los siguientes
hallazgos o criterios menores: evidencia electrocardiografica de bloqueo
cardiaco (Chawla et al, 2008), hiperproteinorraquia (proteinas superiores a 100
mg/dL) en el liquido cefalorraquideo, y/o sindrome cerebeloso (Kearns et al,

1958).

Esta entidad afecta por igual a hombres y mujeres. Otras posibles
manifestaciones clinicas, ademés de las referidas en los criterios mayores y
menores, son sordera neurosensorial, baja estatura, retraso mental o demencia
(DiMauro y Bonilla, 1997), y endocrinopatias tales como la diabetes mellitus o
el hipoparatiroidismo entre otras. Casi siempre existiran fibras RRF en la
biopsia muscular. La mayoria de los casos de SKS son esporadicos y se
asocian a grandes deleciones del mtDNA (Zeviani et al, 1988; Mita et al, 1989;
Carod-Artal et al, 2006b). Hay autores que han encontrado delecién en el
MtDNA hasta en el 70-80% de los pacientes con SKS estudiados (Soga F et al,

1993).
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1.2.2.2. Oftalmoplejia externa progresiva.

Se trata de una miopatia mitocondrial por lo general de aparicion tardia.
Se caracteriza por la aparicibn progresiva de una ptosis palpebral,
generalmente bilateral y asimétrica, y una afectacion de los musculos
oculomotores, dando lugar a oftalmoparesia u oftalmoplejia (figura 9) (Castro-

Gago y Novo, 1998) que puede cursar sin diplopia (Garciduefias et al, 2000).

Figura 9. Paciente con oftalmoplejia de origen mitocondrial, con ptosis bilateral en la posicién
primaria de la mirada (%) y limitacion de los movimientos oculares (las flechas indican la
direccion de la mirada), mas evidente en la mirada hacia arriba (cuadro superior).

La forma de expresion clinica varia de un paciente a otro (Laforet et al
1994) de manera que en ocasiones la Unica afectacion es una ptosis palpebral,
unilateral (figura 10) o bilateral. Otros pacientes combinan la ptosis con
oftalmoparesia leve o severa (figura 11). En algunos casos existe también

afectacion de la musculatura esquelética (figura 12), genralmente de caracter

leve y distribucion proximal.
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Figura 10. Paciente con ptosis unilateral como Unica manifestacion de clinica de enfermedad

mitocondrial.

Figura 11. Paciente con oftalmoplejia severa de origen mitocondrial, con ptosis bilateral en la
posicion primaria (%) de la mirada y marcada limitacion de los movimientos oculares (las
flechas indican la direccion de la mirada). Mantiene una tipica contracién permanente de la

musculatura frontal para intentar compensar la ptosis palpebral.
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Figura 12. Miopatia ocular de origen mitocondrial con
afectacion de musculatura proximal. En la figura A)
puede observarse la afectacion proximal de cintura
escapular. En la figura B) observamos una ptosis

palpebral bilateral en el mismo paciente.

La existencia de otras de otras alteraciones asociadas, depende en gran
medida de la base genética del trastorno (Moslemi et al, 1996). La afectacion
cardiaca, cuando existe, se limita generalmente a trastornos de conduccion,
sin embargo hay estudios que demuestran que puede existir también una
disfuncién del ventriculo izquierdo (Akaike et al, 1997). Desde un punto de vista
neuropsicolégico, no se han encontrado trastornos de memoria 0 demencia
significativos, pero si se ha observado una afectacion en la esfera ejecutiva,

visuoconstruccional y atencional en estos pacientes (Bosbach et al, 2003).

Mas de la mitad de los casos aparecen de forma esporadica, al igual que
los casos de SKS (Larsson et al, 1992). Han sido descritas varias alteraciones
genéticas asociadas a CPEO (ver anexo 2 y 3). Las deleciones Unicas del
MtDNA se detectan fundamentalmente en los fenotipos tipo sindrome de
Kearns-Sayre, el sindrome de Pearson (Rotig et al, 1989) y las miopatias
oculares (ptosis palpebral y/o CPEO). En los dos primeros cuadros es el
hallazgo comun en cerca del 90% de los casos (Moraes et al, 1989), y asociado

a la presencia de RRF en casi el mismo porcentaje. En el caso de las miopatias
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oculares se asocia a mas del 50% de los casos, cuando presentan RRF en su
biopsia muscular (Chinnery et al, 2004). Hay mutaciones puntuales en los tRNA
que también se asocian a CPEO. En pacientes con CPEO y patron de herencia
autosémico dominante (Zeviani et al, 1989; Suomalainen y Kaukonen, 2001) se
han descrito mutaciones causantes de deleciones multiples del mtDNA, en tres

genes implicados en la comunicacién intergenémica:

= ANTL, que codifica la isoforma muscular del traslocador de nucleoétidos

de adenina (Kaukonen et al, 2000);

= C10orf2 (Twinkle), que codifica una helicasa mitocondrial (Spelbrink et al,

2001; Agostino et al, 2003);

» POLG, codificante de la subunidad y de la polimerasa mitocondrial (Van

Goethem G et al, 2001; Longley et al, 2006).

Las mutaciones en pol yA son responsables de amplio espectro de
cuadros clinicos (Horvath et al, 2006; Filosto et al, 2003). Las mutaciones en el
gen POLG se han asociado a deleciones multiples en pacientes con CPEO y
herencia autosomico recesiva, y por tanto no sélo a la forma domiante de esta
enfermedad (Lamantea et al, 2002). Otras entidades asociadas a mutaciones
en este gen son el sindrome SANDO (CPEO, neuropatia sensorial con ataxia y
disartria), la encefalopatia y dismotilidad intestinal (Van Goethem et al, 2003),
cuadros complejos con parkinsonismo (Luoma P et al, 2004), la ataxia

espinocerebelosa de inicio juvenil con epilepsia (Tzoulis et al, 2006) y la
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poliodistrofia hepatopética infantil o sindrome de Alpers-Huttenlocher (Nguyen

et al, 2005).

El diagnéstico CPEO se basa en los resultados de la biopsia muscular
incluyendo fibras rojo-rasgadas (Johns DR, 1995; Schoser BG y Pongratz D,
2006) o verificando alteraciones del mtDNA mediante Southern blotting en el
musculo esquelético. Hwang y colaboradores han encontrado deleciones en el
MtDNA de células epiteliales en dos pacientes con ptosis palpebral y
oftalmoparesia mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de
manera que postulan que la PCR de células bucales o epiltelio urinario podria
ser un método menos invasivo para el diagnéstico de CPEO (Hwang JM et al,

2009; Coulter-Mackie MB et al, 1998).

1.2.3. Correlaciones entre genotipo vy fenotipo.

La complejidad de las caracteristicas bioquimicas y genéticas de las
proteinas que forman parte de la cadena respiratoria mitocondrial justifica la
gran variedad de presentaciones clinicas en las enfermedades mitocondriales.
Normalmente, los tejidos con mas alta demanda energética, como el musculo,
el cerebro y el corazén son los que principalmente se afectan. No obstante,
debido a que la mayoria de los tejidos dependen para su correcta fisiologia en
mayor o menor medida del metabolismo mitocondrial, un fallo a este nivel
podria producir entidades clinicas con afectacion de érganos tan dispares como
la médula 6sea, el oido interno, el sistema endocrino, el higado, el rifidn, el

pancreas o el tracto gastrointestinal (figura 13).
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Figura 13. Afectacién de los diferentes érganos de la economia secundaria a patologia

mitocondrial.

La heterogeneidad clinica y la afectacién de 6rganos aparentemente tan
diferentes como los descritos anteriormente, son criterios de sospecha
diagnéstica de enfermedad mitocondrial, especialmente en casos pediatricos
(DiMauro et al, 1993; Schon et al, 1997). La presentacion de un sindrome
rigido-acinético de debut en la infancia debe incluir en su diagnéstico diferencial
a los trastornos mitocondriales, ya que éstos pueden simular cuadros

secundarios a defectos de neurotransmisores (Garcia-Cazorla 2008).

Las mutaciones patogénicas del mtDNA incluyen mutaciones puntuales
(sustituciones) y mutaciones por reordenamientos simples o complejos de

nucleétidos (deleciones, duplicaciones, inserciones), y pueden afectar a
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cualquiera de los 2 rRNA, 22 tRNA y 13 polipéptidos codificados por el genoma
mitocondrial (McKenzie et al, 2004). Las mutaciones descritas en el grupo de
enfermedades mitocondriales se asocian principalmente a enfermedades como
el SKS (Zeviani et al, 1988), el Sindrome de Pearson (Akman et al, 2004) y la
CPEO (Holt et al, 1988). En casos de heteroplasmia se necesita que la
mutacion afecte a un nimero minimo de copias para que la célula desarrolle el
correspondiente defecto bioquimico (Zeviani et al, 2007; Holt et al, 1990), por lo
que el fenotipo clinico de una mutacién puntual particular vendra determinado
por la propoprocion relativa de genomas sanos y mutados en los diferentes
tejidos (Andreu et al, 2004). Por tanto, el hecho de que una misma mutacién
produzca diferentes fenotipos puede explicarse en funcion de la heteroplasmia,
la segregacion mitética y el efecto umbral. No obstante, aunque mutaciones en
diferentes genes o distintas mutaciones en el mismo gen pueden acarrear
fenotipos similares, diferentes mutaciones en el mismo gen y en el mismo lugar
nucleotidico pueden dar lugar a diferencias fenotipicas (Schon et al, 1997;

Shoubridge et al, 1998; Zeviani et al, 2007; Zhang et al, 2008).

Algunos de los pacientes con CPEO esporadica presentan grandes
deleciones del mtDNA indistinguibles de las del SKS en extension y posicidon
dentro del genoma mitocondrial. Por lo tanto, la CPEO podria constituir una
forma frustrada de SKS, constituyendo una variante mas leve (Zeviani, 2008;
Shoffner et al, 1989). Otros casos de CPEO son familiares, con una herencia
materna, y se asocian a mutaciones puntuales en el mtDNA, especialmente en
genes que codifican el tRNA de varios ndcleotidos (Maeso et al, 2007; Mariotti

et al, 1995). Este es el caso de la mutacion del A3243G del ARNtLeu, que
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también puede causar un sindrome de MELAS. Existen casos descritos de
CPEO con herencia autosémica dominante asociados a mutaciones puntuales
en genes relacionados con la replicacion del mtDNA como el de la twinkle
helicasa (Rivera et al, 2007; Van Hove et al, 2009). Otro grupo de pacientes
heredan la enfermedad de forma autosémica y presentan deleciones multiples
del mtDNA (Suomalainen et al, 1997). También se ha descrito la transmision de

forma recesiva (Bohlega et al, 1996).

Hay autores que han postulado en sus estudios que el tamafo de la
delecion del mtDNA podria estar en relacién con la evolucién clinica de los
sintomas. En los estudios mas antiguos la evidencia para soportar esta
hipétesis era escasa debido al nimero pequefio de pacientes incluidos en la
muestra (Goto et al, 1990a). Aure y colaboradores dividieron 69 pacientes con
delecién en el mtDNA en dos grupos en funcién de la presencia o ausencia de
manifestaciones cerebrales tales como ataxia cerebelosa, trastorno del
movimiento, sindrome piramidal o demencia. No encontraron diferencias en el
tamafio y la localizacion de la delecién entre estos dos grupos (Aure et al,
2007). Yamashita y colaboradores examinaron un total de 136 pacientes con
delecion en su mtDNA. Entre los diagndsticos clinicos se incluyeron 94
pacientes con CPEO, 33 pacientes con SKS, 6 pacientes con sindrome de
Pearson, y 3 pacientes con otras entidades (1 paciente con sindrome de Leigh,
1 paciente con sindrome de Reye-“like” y 1 paciente con MELAS). Encontraron
gue los pacientes que portaban deleciones de mayor tamafio tenian un debut
de la enfermedad mas temprano. Ademas los pacientes con SKS presentaron

deleciones mas largas que los pacientes con CPEO (Yamashita et al, 2008).
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2. ANTECEDENTES HISTORICOS E INTERES DEL TEMA.

Las enfermedades mitocondriales representan una patologia
relativamente reciente y el avance en su conocimiento ha sido paralelo al

desarrollo de las nuevas técnicas de estudio en patologia muscular.

El sistema genético mitocondrial se descubrio a finales de los afios 60 y
a principios de los 80 se dieron a conocer sus caracteres moleculares en unas
investigaciones desarrolladas en el California Institute of Technology de
Estados Unidos. En ellas participaron investigadores que ahora se encuentran
en las Universidades espafiolas, y fueron consideradas en su momento como
un hito en la Bioquimica al ser el primer genoma humano que se describia en

su integridad (Zeviani, 2008; Montoya et al, 2002).

En la década de los ochenta los progresos de la exploracién bioguimica
multiplicaron las descripciones de anomalias de la funcibn mitocondrial,
describiéndose una amplia variedad de defectos metabdlicos relacionados con
diversos cuadros clinicos (Holt let al, 1988; Wallace et al, 1988). En los noventa
el desarrollo de las técnicas genéticas de biologia molecular permitié identificar
numerosas mutaciones del mtDNA (Serratrice et al, 1991; Mita et al, 1990).
Durante la pasada década se ha asociado de forma clara la presencia de
mutaciones en el mtDNA al desarrollo de algunos cuadros clinicos establecidos.
También se han ido demostrando mutaciones del nDNA responsables de

enfermedad mitocondrial.
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El ARNt “““UR) constituye el gen mitocondrial donde se han descrito
mAas mutaciones puntuales causantes de patologia en humanos. La primera
mutacion encontrada en el mismo fue una transicion A-G en la posicién 3243
del mtDNA (Goto et al, 1990). Estudios posteriores con grandes series han
confirmado que esta mutacion es la mas frecuentemente asociada al sindrome
MELAS, siendo responsable de mas del 80% de pacientes con este fenotipo y
RRF. Esta mutacion se asocia también a otros fenotipos clinicos como es la
CPEO. Se siguen describiendo nuevas mutaciones del mtDNA en este gen.
Recientemente se ha identificado una nueva transicion G3283A asociada con

miopatia ocular de aparicién tardia (Maeso et al, 2007).

Hoy por hoy se continta con el estudio molecular tanto del mtDNA como
el nDNA (Servidei, 2002; Spinazzola et al, 2005; Aure et al, 2006; Amanti-
Bonneau et al, 2008; Hudson et al, 2008). Se sabe que el mtDNA es
especialmente susceptible a la acumulacion de puntos de mutacién por lo que
no es facil determinar cuando una nueva mutacion es patogénica, a pesar de
los diferentes criterios que se han ido proponiendo y estableciendo a lo largo de

los tiempos (Montoya J, 2009).

En la siguiente tabla (tabla 2) se resumen los principales hechos en la

historia de las enfermedades mitocondriales.
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HISTORIA DE LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

1868-1879 Von Graéfe y Hutchinson describen casos de pardlisis ocular con ptosis.

1890-1892 Beaumont y Mdébius (1892) introducen el término de oftalmoplejia nuclear progresiva.

1959 Ernster, Ikkos y Luft desarrollan técnicas para el estudio bioquimico de mitocondrias
aisladas a partir de musculo esquelético obtenido por biopsia.

1962 Luft y colaboradores describen la primera enfermedad mitocondrial al demostrar un
acoplamiento defectuoso de la fosforilizacion y oxidacion mitocondrial en una
paciente con hipermetabolismo eutiroideo (enfermedad de Luft).

1963 Engel y Cunningham introducen una modificaciéon en la tincion del tricromico de
Gomori que es capaz de mostrar acimulos de mitocondrias anormales, apareciendo
éstos como una banda morada en la periferia de la fibra muscular.

1972 Olson describe las fibras fibras rojo-rasgadas ( "ragged-red fibres" o RRF)

1977 Shapira utiliza por primera vez el término de encefalomiopatia mitocondrial, al
demostrarse la existencia de mitocondrias anémalas en diversos cuadros en los que
la participacion cerebral era importante.

Afios 80 Se describen numerosas anomalias bioquimicas de la funcién mitocondrial.

1988 Se describen las primeras mutaciones del DNA mitocondrial

Afios 90 Se describen numerosas mutaciones del DNA mitocondrial y se relacionan con
diversos fenotipos caracteristicos

Siglo XXI Se continua estudiando el genoma mitocondrial y nuclear en relacion con los

defectos de la fosforilocién oxidativa

Tabla 2. Principales hechos de la historia de las enfermedades mitocondriales.
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Cuando se revisa la literatura observamos que no son muchos los
estudios que se pueden encontrar en relaciéon a la patologia ocular mitocondrial.
Vilarinho y colaboradores publicaron en el aio 1998 una serie de casos
constituida por 29 pacientes portugueses con CPEO seleccionados de entre
noventa pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial. La
secuenciacion del mtDNA puso de manifiesto que un 38% de los sujetos
presentaban deleciones del mtDNA y que no existia en esta serie correlacion
entre el tamafio, lugar y numero de deleciones, los hallazgos en la biopsia
muscular (presencia de RRF y fiboras COX negativas) y el déficit en la actividad
de los complejos de la cadena respiratoria afectados (Vilarinho et al, 1998).
Esta ausencia de correlacion entre los hallazgos clinicos, el estudio
anatomopatoldgico, molecular y genético en las miopatias oculares, puede ser
debida, entre otros factores, a la falta de unificacién de criterios que existe
entre los distintos grupos de trabajo a la hora de realizar las exploraciones. El
abordaje diagnodstico unificado de los pacientes que padecen una miopatia
ocular nos permitiria acercarnos con mayor precision al establecimiento de una
correlacion genotipo-fenotipo en esta entidad. Para ello es necesario seguir

analizando sisteméaticamente los casos.

Previamente, en el afio 1995, Laforet y colaboradores realizaron una
investigacién sobre 43 pacientes procedentes de Francia que padecian CPEO
con RRF, serie en la que se incluyen 6 pacientes con SKS y también pacientes
con afectacibn multisistémica. En este articulo se realiza un andlisis
comparativo de los hallazgos clinicos, morfoldgicos y genéticos en la CPEO,
confirmando una elevada frecuencia de deleciones en el mtDNA (58%). No

encuentran en su investigacion ningun dato clinico, morfolégico o molecular al
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inicio del trastorno que les permita predecir si la oftalmoplejia permanecera
como un cuadro clinico aislado o bien si llegaré con el tiempo a formar parte de
un trastorno multisitémico severo. No obstante, si observaron que los pacientes
con deleciones del mtDNA se caracterizaban por una oftalmoplejia més severa
y de inicio mas precoz que aquellos que no la presentaban. Ademas, los
pacientes con afeccidbn multisitémica y deleciébn en el mtDNA representan
casos esporadicos con una presentacion clinica en su mayoria en relacién con

el SKS (Laforet et al, 1995).

Con fecha mas reciente no encontramos en la literatura publicaciones de
series de casos con un numero amplio de pacientes con CPEO, sino sélo
casos aislados o0 pequefas series de casos. En este sentido, en el afio 2006,
Carod-Artal y colaboradores publican dos casos de CPEO en pacientes de
origen brasilefio y observan que las deleciones del mtDNA son mas frecuentes
con expresion esporadica, y no encuentran relacion entre el tamafio, la
localizacion y el porcentaje de heteroplasmia de las mismas, y el fenotipo de
los pacientes (Carod-Artal, 2006a). Son Houshmand y colaboradores quien en
este mismo afio 2006 publican una serie de 23 pacientes iranies con CPEO en
el que realizan una investigacion genética, tanto de las deleciones del mtDNA
como de la mutacién G1423C del nDNA, haciendo referencia a la necesidad de
estudiar los pacientes con deleciones en el mtDNA desde el punto de vista de
su NDNA, puesto que es posible identificar mutaciones en ambos genomas en

un mismo paciente (Houshmand et al, 2006).

En cuanto a pacientes espafioles existen también algunas publicaciones,
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aungque son escasas. Hay descrita una serie de 24 pacientes, con diferentes
fenotipos, seleccionados por la presencia de deleciones multiples en el mtDNA
en quienes se describe una nueva mutacién en el gen POLG (Gonzalez-Vioque
et al, 2006). En el afo 2007 Rivera y colaboradores describen una familia
espafiola con CPEO con herencia autos6mica dominante, identificando una
nueva mutacion en el nDNA, ¢.1071G>C (p.R357P) en la proteina twinkle

(Rivera et al, 2007).

La diferente forma de expresion clinica de este tipo de miopatias que
oscila desde pacientes con ptosis palpebral aislada hasta oftalmoplejia
completa y otros que padecen una afectacion multisistémica, y la diferente
expresion morfolégica y genética, nos ha llevado a plantear el presente trabajo.
Nuestra investigacidon quiere contribuir al conocimiento del mecanismo
molecular que produce la enfermedad para asi en un futuro poder ofrecer
soluciones de tratamiento e informacién a estos pacientes, ya que uno de los
mayores problemas para definir estrategias en este campo es la dificultad de
encontrar series largas de pacientes con el mismo defecto molecular, con la

misma edad y el mismo grado de afectacién clinica.
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3. MIOPATIAS OCULARES MITOCONDRIALES EN ANDALUCIA

3.1. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

e Obijetivo principal:

Definir la expresion fenotipica de la miopatia ocular de origen

mitocondrial en nuestro medio y proponer una clasificacion clinica.

e Objetivos secundarios:

1. Correlacionar las diferentes formas clinicas con las alteraciones

morfologicas, histoquimicas y bioquimicas de la biopsia muscular.

2. Establecer la relacion entre las deleciones del DNA mitocondrial y el

cuadro clinico (correlacion genotipo-fenotipo).

3. Establecer criterios pronosticos desde el punto de vista clinico.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Diseino del estudio

Estudio descriptivo y comparativo de una serie de casos constituida por
pacientes seleccionados sobre una muestra hospitalaria, que padecen una
miopatia ocular de origen mitocondrial segun los criterios diagnodsticos

establecidos (Bernier et al, 2002).
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3.2.2. Ambito de estudio

» Unidad de Patologia Neuromuscular del Servicio de Neurologia y
Neurofisiologia Clinica de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio

de Sevilla.

= Cobertura poblacional: Andalucia.

= EI complejo hospitalario Virgen del Rocio tiene una poblacion asignada
como hospital de referencia de 875.331 habitantes en la provincia de
Sevilla y es hospital de referencia, para algunas de sus especialidades
mas complejas, de toda la Comunidad Auténoma Andaluza, Ceuta,

Melilla y Extremadura.

» La Unidad de Patologia Neuromuscular del Hospital Virgen del Rocio de
Sevilla constituye el centro de referencia de la patologia del sistema

nervioso periférico para el resto de los centros de Andalucia.

3.2.3. Sujetos de estudio

Pacientes con miopatia ocular en los que se ha establecido un
diagnéstico de enfermedad mitocondrial segun los criterios clinicos,
bioquimicos, histolégicos y genéticos de Bernier (ver los criterios en el anexo 1),
qgue han sido valorados en la consulta de Patologia Neuromuscular desde el 1

de enero de 1992 al 31 de diciembre de 2007.
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3.2.4. Criterios de inclusion y exclusion

A) Criterios de inclusion:

= Pacientes con miopatia ocular en los que se ha demostrado una
etiologia mitocondrial y cumplen los criterios diagnésticos definidos (ver

anexo 1).

B) Criterios de exclusion:

» Pacientes con miopatia ocular en los que no se haya demostrado un

origen mitocondrial.

= Pacientes con afectacion de la musculatura extraocular que se
encuentre en el contexto de un cuadro clinico miopéatico de un origen

diferente al mitocondrial.

» Pacientes con encefalopatia asociada al sindrome clinico que presentan.

» Pacientes que cumplan los criterios de Sindrome de Kearn-Sayre.

= |La edad no se considera un criterio de exclusion.

3.2.5. Recogida de datos

Se recogen los datos referentes a la historia clinica, la exploracion, las
determinaciones en sangre periférica y el estudio de la biopsia muscular desde

el punto de vista morfoldgico, bioquimico y molecular.
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a) Historia clinica y exploracion

Se realiza una anamnesis completa a los pacientes. Se revisa la historia
clinica de cada paciente con especial interés en los datos de filiacion del
paciente, la procedencia, la edad de inicio de los sintomas y la forma en que se
inicié la clinica, la existencia de antecedentes familiares de trastorno miopatico,
consanguinidad, los antecedentes personales del paciente, la coexistencia de
otras enfermedades de base, el patron de debilidad muscular y los sintomas

asociados.

La exploracion incluye una exploracion fisica general por aparatos y
sistemas y una exploracion neurolégica sistematica. En la exploracion
neuroldgica se pone un énfasis particular en la distribucion de la debilidad
muscular que presenta cada paciente. El balance motor se explora
comprobando la fuerza muscular manualmente a partir de la observacion de la

actividad funcional (Tabla 3) (Brooke, 1986).

Se incluye en la exploracion la fatigabilidad muscular clinica que, en
general, debera de estar ausente. Se enfatiza también en la busqueda de otros
signos o sintomas orientativos de patologia mitocondrial tales como la
exploracion del fondo de ojo advirtiendo retinitis pigmentaria, la presencia de

paladar ojival o la existencia de hipoacusia neurosensorial.

54



Localizacion Signos o sintomas de debilidad

Facial Incapacidad de fruncir las cejas, sonrisa horizontal, incapacidad de silbar
Ocular Vision doble, ptosis palpebral, movimientos oculares no conjugados
Bulbar Voz nasal, grito débil, regurgitaciéon nasal de liquidos, dificultad para

sorber, dificultad para tragar, neumonia por aspiracién recidivante, tos

durante las comidas

Cuello Mal control de la cabeza
Tronco Escoliosis, lordosis lumbar, abdomen protuberante, dificultad para
sentarse

Cintura escapular | Dificultad para levantar objetos por encima de la cabeza, balanceo

escapular

Antebrazo/mano Incapacidad de cerrar el pufio con fuerza, caida de los dedos o de la

mufieca, incapacidad de evitar que se caigan las cosas

Cintura pélvica Dificultad para subir escaleras, marcha de pato, signo de Gowers

Pierna/pie Pie péndulo, incapacidad de caminar sobre los talones o la punta de los
pies

Respiratoria Uso de musculos accesorios

Tabla 3. Evaluacion funcional de la debilidad muscular

b) Determinaciones en sangre periférica:

En sangre periférica se realizan los siguientes estudios de laboratorio:

1.- Enzimas musculares: Creatinkinasa, aldolasa, lactatodeshidrogenasa (LDH).
La Creatinkinasa (CK), también conocida como Creatinfosfokinasa (CPK) es
una enzima, presente en varios tipos de tejido muscular. La energia requerida
para la realizacion del proceso de contraccion muscular se genera en un
proceso bioquimico en el que interviene la CPK, interviniendo en la catalisis de
la fosfocreatina para que ésta done su fosfato a la molécula de ADP,
convirtiéndola en ATP, y haciendo de ésta un nuevo reservorio de energia
quimica, lista para ser convertida en la energia mecanica necesaria para el

proceso de contraccion del musculo. Cuando realizamos un esfuerzo fisico es
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de esperar que en nuestra sangre exista siempre cierto nivel de esta enzima.
Los valores normales de CPK son aquellos que se encuentran por debajo de
195 UI/L. La raza y el sexo pueden afectar a la CPK sérica (Wong et al, 1983).

El valor de referencia que se toma para la CK en este estudio es de 24-95 UI/L.

2.- Determinacion basal de acido lactico, acido pir  Gvico, cuerpos ceténicos,

acidos grasos libres y carnitina. El valor normal del &cido lactico basal se
considera 0.6-2.44 mmol/L. El valor de referencia para el acido pirtvico es de 30
a 60 mcmol/L y para los acidos grasos libres de 120 a 600 mcmol/L. El valor para
la carnitina esta entorno a 33-70 umol/L. El indice lactico/piravico mayor de 25
indica un bloqueo de la fosofrilacion del ATP reflejando un fallo en la via
glucolitica por déficit de piruvato carboxilasa o en la cadena respiratoria

mitocondrial. Las muestras de sangre se extraen estando el paciente en ayunas.

3.- Curva de &cido l4ctico obtenida en el test de e  sfuerzo. Esta medicién se
realiza en anaerobiosis mediante el test de ejercicio en isquemia del antebrazo,
segun el protocolo de Munsat (Munsat, 1970). El test de isquemia consiste en la
realizacion de un trabajo muscular, realizando una flexo-extension de los dedos
de la mano de manera continuada con el brazo en isquemia, conseguida ésta
mediante la colocacion en el antebrazo de un manguito de presion insuflado a
200 mmHg durante un minuto. Previamente se ha de canalizar una via
antecubital y el paciente ha de estar al menos 30 minutos en reposo. Se miden
las cifras de lactato y amoniaco previo al inicio del ejercicio, es decir, en estado
basal, y una vez realizado éste, a los 1, 3, 5, 10, y 20 minutos. El pico maximo de

lactato se observa entre el primer y el tercer minuto, generando valores de entre
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2 a 4 veces sobre el basal, siendo patolégica una curva plana o elevaciones por
encima del cuadruple del nivel basal. El pico médximo de amoniaco se obtiene
entre los 2 y 5 minutos, incrementédndose el valor entre 5y 10 veces el basal. Los
pacientes que no desarrollan un esfuerzo maximo pueden ser detectados porque
la menor elevacién del lactato se acompafia de una menor produccion de
amoniaco. Un incremento normal de lactato sin elevacién paralela del amoniaco
indica un déficit de mioadenilatodeaminasa (Munsat, 1970; Coleman et al, 1986).
En los casos en los que el lactato basal es normal es Util someter al paciente a un
ejercicio moderado ya que es mas sensible para demostrar un aumento
patolégico de lactato venoso. Este test se realiza en la propia consulta médica

con ayuda del personal enfermeria para realizar las extracciones de sangre.

4.- Estudio de las mutaciones puntuales del mtDNA mas frecuentes
asociadas a enfermedades mitocondriales: A3243G, T3271C, C3256T, A3260G,
T3250C (Goto et al, 1990; Ciafaloni et al, 1992; Moraes et al, 1993). Este
estudio se realiza en el laboratorio de los Hospitales Universitarios Virgen del

Rocio.

c) Estudio de la biopsia muscular:

El estudio de la biopsia muscular incluye la valoraciéon de hallazgos
morfologicos, inmuno-histoquimicos, el estudio bioguimico de la cadena
respiratoria mitocondrial y el estudio molecular, todo ello realizado en muestras
de musculo esquelético de cada paciente obtenidas a través de la realizacion
de una biopsia muscular. La biopsia muscular se realiza en un quiréfano anexo

a la consulta, usando anestesia local, con material estéril adecuado y previa
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firma del consentimiento informado por parte del paciente. En la mayoria de los
casos se toma la muestra de musculo biceps, aunque dependiendo de cada
caso en concreto, también puede obtenerse de mdusculos diferentes
(cuadriceps, deltoides o tibial anterior). La muestra de musculo se divide en dos
partes, una parte para estudios de actividad enzimética y DNA, y la otra parte se

procesara en el laboratorio de anatomia patologica para estudios histolégicos.

c.1.) Estudio morfoldgico e inmuno-histoquimico del musculo.

El tratamiento de las muestras comprende las practicas siguientes segun
el protocolo habitual (Chinchon, 1992) del laboratorio de Anatomia Patoldgica

de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio:

1. Recepcion en fresco de la muestra de musculo extraida. El tiempo desde la

extraccion hasta su llegada al laboratorio no debe superar los 15 minutos.

2. Orientacion y praticado de la muestra. Esto permite obtener posteriormente
secciones de orientacion convenida (trasversales) de la muestra en el
criomicrotomo y posibilitar la fijacion de pequefos fragmentos de musculo en

una solucion de glutaraldehido para su posterior inclusion en epon.

3. Congelacion por inmersion de fragmentos en metil butano, precongelado en

nitrégeno liquido, durante unos 3 minutos.

4. Montado y fijado de la pieza congelada en los soportes del criomicrotomo y

obtencion de secciones multiples de 10u de espesor.

5. Practica histoquimica de las secciones con las diferentes tinciones.
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El estudio morfolégico de la biopsia muscular se realiza en el
Departamento de Neuropatologia de los Hospitales Universitarios Virgen del
Rocio de Sevilla. Las técnicas rutinarias utilizadas para el estudio morfol6gico
de la biopsia muscular son las siguientes (Chinchén, 1992): tinciébn con
hematoxilina- eosina, tinciébn con tricromico de Gomori, técnicas oxidativas
(COX, SDH y NADH), técnica del acido periddico de Schiff (PAS), técnica del
rojo oleoso (ORO) y técnica de demostracion de actividad ATPasa miosinica.
Posteriormente, segun las observaciones del patdlogo y el enfoque clinico,
podrian realizarse otros estudios con otras tinciones especificas. A

continuacion se describen los métodos utilizados de rutina:

a) Meétodo tricromico modificado de Gomori: Primero se tifien las
secciones durante 5 minutos con hematoxilina de Harris y se lava con
abundante agua corriente. Inmediatamente se procede al tratamiento con la
solucion de Gomori (Chomotrope 2R 0,6 g, Fast-green FCF 0,3 g, acido
fosfotingstico 0.6 g y agua destilada 100 ml en un pH ajustado a 3,4 con
hidroxido sodico 1 molar) durante 10 minutos, lavado en acido acético al 0,2%,
deshidratacion y montado. Las fibras toman un color uniforme verdoso, mas
intenso para las fibras tipo 1, destacandose griumulos rojizos subsarcolemales y
sarcoplasmicos. El tejido conectivo fibroso se observa con un tono azulado
claro. Esta técnica es utiliada para demostrar RRF, bastones nemalinicos y

vacuolas ribeteadas.

b) Técnica para la demostracion de fotocromo-oxidas a (COX): Se parte
de un medio de incubacion [5 mg de tetrahidroclorato 3-3'-diaminobenzidina

(DAB) disueltos en 9 ml de tampon fosfato 50 mM a pH 7,4 con adicion de una
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catalasa (20 mg/ml), 10 mg de citocromo ¢ y 750 mg de sucrosa]. Las
secciones se incuban cubiertas del medio descrito 30-60 minutos a 22°C.
Posteriormente se lavan con agua destilada, se deshidratan y montan. La

actividad citocromo-oxidasa se manifiesta en forma de grumos pardo dorados.

c) Técnica de la NADH tetrazolium reductasa:  Tras el secado breve de
las secciones se incuban 30 minutos a 37°C en la solucion madre [MTT
tetrazolium (Img/ml) 5 ml, amortiguador tris (0,1 M pH 7,4) 5 ml, cloruro de
cobalto (0,5 M) 1 ml y agua destilada 7 ml] almacenada a -20°C con pH
ajustado a 7. Se escurre acto seguido y se cubren las secciones con formol
salino durante 15 minutos. Se lava bien y se monta en gelatina-glicerina tras
contratefiido con verde de metilo. Los puntos de actividad NADH mitocondrial
se evidencian en coloracién negro azulada. La intensidad de la actividad es

mas patente en las fibras de tipo 1.

d) Técnica de la succino deshidrogenasa (SDH): Se mezclan las dos
soluciones madre de las que se parte, una solucion del medio de incubacion
[MTT tetrazolium (1 mg/ml) 2,5 ml, amortiguadro tris (0,1 M pH 7,4) 2,5 ml,
cloruro de cobalto (0,5 M) 0,5 ml y agua destilada 3,5 ml] almacenada con pH
ajustado a 7 en arcon congelado a -20°C, y otra solucion madre del substrato
(succinato sodico 1,620 g, agua destilada 8 ml y &cido clorhidrico 1N 0,05 ml)
almacenada de la misma manera. La mezcla se realiza a nueve partes de la
primera por una parte de la segunda. Las secciones se secan brevemente y se
incuban durante 40-60 minutos a 37°C convenientemente cubiertas por la
mezcla de soluciones madre. Se escurren y se fijan con formol salino durante

15 minutos, se lavan y se montan con gelatina-glicerina contratefiidas,
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opcionalmente, con verde de metilo. Los grumos reactivos negro-azulados

expresan el enzima succino dehidrogenasa mitocondrial.

e) Técnica de PAS: Se lavan las secciones con agua destilada, se cubren
acto seguido con acido periédico al 0,5% durante 10 minutos y posteriormente
se lava con agua destilada. Seguidamente se cubren las secciones con el
reactivo de Schiff (fucsina basica 1 g, metabisulfito sédico 2 g, acido clorhidrico
concentrado 2 ml, carbon decolorante 2 g y agua destilada 200 ml) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se lavan con agua sulfurosa varias veces.
Posteriormente se tifien con hematoxilina de Harris acetificada y se viran con
carbonato de litio. Se cubren tras lavado y deshidratacion. Con esta técnica se
consigue una coloracion rosada de las fibras, sutilimente mas intensa en las de
tipo 2, evidenciando el glucogeno como granulos purpureos. Por tanto, es una

técnica que se utiliza para demostrar los acumulos de glucogeno.

f) Técnica del ORO: Se parte de una solucion madre de rojo oleoso
disuelto en 100 ml de isopropanolol, de los que 6 ml se diluyen, anteriormente,
en 4 ml de agua destilada filtrando la dilucidn tras 15 minutos. Se cubren las
secciones durante 10 minutos con esta solucion y se lavan con agua destilada,
contratincion con hematoxilina de Harris durante 5 minutos, posterior lavado en

agua destilada y montado en gelatina. Esta técnica evidencia vacuolas lipidicas.

g) Técnica de demostracion de actividad ATPasa mios inica: Las
secciones se incuban a temperatura ambiente en la solucion [veronal sédico
(0,1 M) 2 ml, cloruro calcico (0,18 M) 2 ml y agua destilada 6 ml ajustando el pH

a 9.4 con hidréxido sodico 0,1N] y se reincuban 4 minutos y medio en veronal
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sédico (0,1 M) 2 ml, cloruro calcico (0,18 M) 1 ml, agua destilada 7 ml y sal
disddica ATP 25 mg ajustando el pH a 9,4 con hidréxido sddico 0,1 N. Se lavan
las secciones en tres cambios con cloruro calcico al 1% un total de 10 minutos
y se tratan con cloruro de cobalto al 2% 3 minutos, lavado con agua corriente
durante unos 15-30 segundos, y posteriormente se trata con cloruro de amonio
al 1% durante 20-30 segundos. Una vez realzado todo esto se lava
abundantemente, seguido de deshidratacion, aclarado y montado. Esta técnica
nos permite diferenciar los diferentes tipos de fibras. El pH 9,4 define las fibras
tipo 2 pardo-oscuras y claras las de tipo 1. El pH 4,6 define las fibras tipo 1
pardo-oscuras, las 2A uniformemente claras y las 2B pardo-grisaceas. El pH

4,3 define las fibras de tipo 1 pardo-oscuras y todas las de tipo 2 claras.

c.2.) Estudio bioguimico del musculo.

El estudio bioquimico de la cadena respiratoria mitocondrial con
determinacién de los diferentes complejos se realiza en Laboratorio de
Biologia Celular del Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo-CSIC, situada
en la Universidad Pablo de Olavide (UPO) de Sevilla. Este estudio nos permite
conocer si existe déficit de alguno de los complejos de la cadena respiratoria y
de qué complejo o complejos se trata. El musculo es el tejido que hoy en dia

aporta mas informacion en este sentido.

Una vez realizada la biopsia muscular se congela inmediatamente a -80°C
la parte de la muestra de musculo extraida destinada a este estudio. La muestra
congelada se envia a la UPO donde se lleva a cabo la determinacion de las

actividades enzimaticas del metabolismo del piruvato y de la cadena respiratoria
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mitocondrial, mediante métodos espectrofotométricos en homogenado de tejido
enriquecido en la fraccion mitocondrial. También puede llevarse a cabo la
determinacion de la concentracion de coenzima CoQ en el masculo. Se realizan
métodos que miden la actividad de los complejos individualmente, realizando
también la valoracion conjunta de las actividades de los complejos I+l (NADH-
citocromo c reductasa) y I+l (succinato-citocromo ¢ reductasa). Por ultimo, se
normalizan los resultados de la actividad de cada complejo por la actividad de
citrato sintasa, que es un indicador del numero de mitocondrias y permite
corregir la actividad enzimatica en funcion del grado de proliferacién

mitocondrial (DiMauro et al, 1999).

d) Estudio de mutaciones en el DNA mitocondrial.

Consiste en el estudio de deleciones a gran escala en el mtDNA. Se
estudia mediante la técnica de Southern-blot, digiriendo previamente el DNA
con las enzimas de restriccion /BamHI/ y /Pvull/ (Tang et al, 2000; Moraes et al,
1989) y posteriormente, realizando una electroforesis en gel de agarosa y una
transferencia a membrana de nylon. El marcaje de los fragmentos de DNA se
realizara con sondas marcadas con digoxigenina y el revelado con anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con fosfotasa alcalina. La técnica se compone de

Seis pasos sucesivos:

1. Determinacion de la concentracion y pureza del DNA
2. Digestion del DNA total
3. Electroforesis en gel de agarosa del DNA digerido

4. Tratamiento del gel y transferencia a blot
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5. Hibridacién con sonda marcada con Digoxigenina

6. Revelado con anticuerpos Anti-Digoxigenina conjugados con fosfatasa

alcalina.

Para determinar la concentracion y pureza del mtDNA se mide la
absorbancia de las muestra sin dilur a 260nm y 280nm en un
espectrofotometro de haz ultravioleta con correccion a 320nm para eliminar la
contaminacion por proteinas. La concentracion de DNA se expresa en ug/ul y
se considera suficientemente pura la muestra si el valor del coeficiente
AbSze0nm/AbS2sonm €S cercano a 1,8. Si la muestra de DNA no esta lo
suficientemente pura, se volve a extraer DNA de nuevo, puesto que la
contaminacion con proteinas interferiria con los estudios posteriores.
Posteriormente se digieren paralelamente dos muestras de mtDNA de 40 ul
con dos enzimas independientes (/BamHI/ y /Pwvull/, 10 U) durante 2 horas
(figura 14). Esto permite un estudio mas profundo de posibles deleciones (Hao

et al, 1995).

0
BamiT Pvull

Digestion del DNA con Bamﬁ7 ‘gesﬁén del DNA con Pvulrl
|:IL
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N v G LY
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Figura 14. Digestion del mtDNA por las enzimas de restriccion
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El DNA digerido se carga en un preparado de gel de agarosa al 0.75%
junto a 5ul de marcadores de peso molecular (A-Hindlll) pretefiidos con
digoxigenina y se realiza la electroforesis a 50 voltios durante toda la noche.
Finalizada la electroforesis se comprueban los resultados en un transiluminador
ultravioleta. El siguiente paso es preparar el gel con las diferentes soluciones
para llevar a cabo la transferencia al blot. Para la hibridacién con sonda
marcada con digoxigenina se usa el kit de Roche® (cat.#11-585-614-910)
llamado DIG High Prime DNA Labeling Detection Starter Kit Il. La sonda se
prepara previamente con PCR (Sato et al, 1989; Tengan y Moraes, 1996) y se
marca con digoxigenina segun se marca en el protocolo de Roche®. La sonda
esta compuesta por dos fragmentos de DNA amplificados directamente de
MtDNA, uno a la derecha del origen de replicaciéon Oy (representado en rojo en
la figura 15 y cubriendo los genes que codifican para los RNA ribosémicos) y
otro a la izquierda (representado en verde en la figura 15 y cubriendo el gen

gue codifica para el citocromo b5).

O,

Figura 15. Sonda de mtDNA

Terminada la hibridacion se lava la membrana y se incuba con solucién
de anticuerpo del kit de Roche® durante al menos 30 minutos. Por ultimo, se
expone una placa de radiografia para visualizar el resultado. El revelado de la

placa radiografica se lleva a cabo en el Servicio de Radiologia de los
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Hospitales Universitarios Virgen del Rocio.

La zona delecionada en el mtDNA suele localizarse desde una zona
cercana al D-loop, donde se origina la replicacibn de mtDNA, en direccién
contraria a la secuencia donde aparecen los genes que codifican para los rRNA.

Obsérvese en la figura 16 la posicion de los origenes de replicacion.

Zona de deleccian
de alta frecuencia

Figura 16. Molécula de mtDNA. Posicién del los origenes de replicacion Oy y O,. La flecha

indica la zona de delecién de alta frecuencia.

3.2.6. Sequimiento clinico

Una vez seleccionados los pacientes que cumplen los criterios de
miopatia ocular mitocondrial, éstos son revisados periddicamente en la
consulta de Patologia Neuromuscular con una frecuencia tal que nos permita
evaluar el curso clinico de la enfermedad. La periodicidad de la evaluacion es

cada 4 meses.
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3.2.7. Método estadistico

Se recogen los datos de los paciente con diagnostico de miopatia ocular

mitocondrial estudiados en la consulta Patologia Neuromuscular, remitidos

desde los diferentes lugares de Andalucia. Las variables a analizar en cada

paciente para llevar a cabo este estudio son las que se detallan a continuacion:

Localidad de origen

Sexo

Fecha de nacimiento

Edad actual: se anota la edad del paciente en el afio 2007

Fecha en que se inici6 el estudio del paciente en la consulta

Edad a la que se iniciaron los sintomas o edad de debut de la
enfermedad

Tiempo de evolucién de la enfermedad: calculdndolo segun la edad en
gue se iniciaron los sintomas y la edad de estudio actual

Tiempo de segumiento del paciente en consulta o tiempo de observacion:
calculandolo segun la fecha de inicio del estudio en la consulta hasta la
fecha del presente estudio

Antecedentes familiares

Consanguinidad

Herencia: anotando el patron de herencia si éste existiese (materna o
herencia autosémica dominante) o bien como ausencia de herencia
Hijos afectos

Presencia de paladar ojival

Presencia de hipoacusia o sordera
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Exploracién del fondo de ojo: retinitis pigmentaria

Enfermedades asociadas: otras enfermedades que padece el paciente
Sintomas oculares: ptosis palpebral, oftalmoparesia u oftalmoplejia
Ptosis palpebra: unilateral o bilateral

Severidad de la oftalmoparesia: leve (alteracién de la motilidad ocular en
una direccién, horizontal o vertical, pero con mas del 10% de la motilidad
ocular normal conservada) o compleja (limitacion en todas las
direcciones de la mirada, con afectacion marcada y menos del 10% de la
movilidad normal)

Diplopia: se anota si el paciente refiere vision doble

Sintomas de la musculatura esquelética: se anota la presencia o
ausencia de estos sintomas. En caso de existir se gradda segun
presenten sintomas como mialgias, calambres musculares, cansancio,
fatiga precoz o intolerancia al ejercicio, o bien exista una paresia
muscular objetivada en la exploracién del balance muscular

Edad a la que aparecen los sintomas de afectaciéon de la musculatura
esquelética

Sintomas bulbares: disfagia, disfonia

Curso clinico de los sintomas: estable, progresivo, fluctuante. Se
considera estable si la enfermedad se limita a la afectacion ocular y
progresivo si hay afectacion de la musculatura esquelética. El curso
fluctuante de la ptosis palpebral también se anota.

Lactato: basal y curva, nomal o hiperlactacidemia

Valor de CK: normal o elevada

Musculo biopsiado
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» Edad a la que se realizé la biopsia

= Datos morfolégicos de la biopsia muscular: presencia de RRF, fibras
COX negativas, aumento de la actividad oxidativa subsarcolemal,
aumento de lipidos, variabilidad en el tamafio de las fibras, presencia de
vacolas ribeteadas (“rimmed-vacuols”)

= Cadena respiratoria: normal o alterada

= Complejos de la cadena respiratoria (I — IV): normal o deficitario

» Presencia de delecion en el mtDNA: detectada o no detectada

= Tamafo de la delecion: medida en Kilobites, pequefia cuando ocupa ~1
Kb o grande cuando es mayor de 3 Kb

» Localizacién de la delecion: zona de alta frecuencia

= Heteroplasmia: porcentaje de mtDNA normal y mtDNA mutado

Las variables son recogidas en una base de datos utilizando el paquete
estadistico SPSS. Los datos son analizados utilizando este programa (SPSS
versibn 15.0). Se comparan las variables clinicas, bioquimicas,
morfopatolégicas y moleculares entre los pacientes de la serie. Las variables
cualitativas se expresaran como porcentajes y se compararan mediante el test
de la Chi-cuadrado (x2) o el test exacto de Fisher en el caso de que las
frecuencias obtenidas sean pequefias. Las  variables cuantitativas se
expresaran mediante medidas de centralizacion, posicion y dispersion, como
son la media, la desviacion estandar o tipica (DE o DT), la moda, la mediana y
el rango o amplitud. Se compararan mediante la t de Student en caso de
mostrar una distribucion normal y con test no paramétricos en caso contrario.

La correlacion entre una variable cualitativa o discreta y una continua se hara

69



mediante el andlisis de la varianza, utilizando ANOVA de una via. Una vez
medidas las variables de interés en los sujetos de estudio, se presentaran los
datos mediante graficos y tablas. Las tablas se empleardn para resumir los
resultados de las variables cuantitativas y cuanlitativas. Para la representacion
de una sola variable se utilizara el diagrama de barras y el diagrama de
sectores o tarta. También se empleara el diagrama de cajas. Los diagramas de
caja hacen énfasis en las medidas de posicién y resulta muy atil para hacer
comparaciones gréficas entre muestras de distintos subgrupos. Consisten en
construir un rectangulo sobre el eje en donde se representan los valores de la
variable cuya longitud es el recorrido intercuartilico, dividido por un segmento a
la altura de la mediana y complementado por dos lineas (llamadas bigotes) que
parten de los extremos del rectangulo, cuya longitud no supera 1.5 veces el
rango intercuartilico y que intentan alcanzar los valores minimo y maximo
observados (valores adyacentes). Cuanto mas centrada esté la mediana en la
caja y mas similares sean las distancias desde ella hasta los valores
adyacentes, mas simétrica sera la distibucion. Se considerara significacion

estadistica un valor de p inferior a 0.05 (Burgos Rodriguez, 1998).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Datos Epidemiologicos

El total de pacientes estudiados es de 57 (N = 57), de los cuales 27
sujetos son de sexo masculino y 30 pacientes son de sexo femenino,
representando el 47.4% y el 52.6%, respectivamente, del total de individuos

(Gréfico 1).

30 ptes
27 ptes
. 52.6%
~n 47.4%

HOMBRE MUJER

Gréfico 1. Distribucién por género (N=57)

La edad media de los pacientes de la serie es de 45.75 afios, con una
mediana de 45.99 afios y una desviacion tipica de 15.53 afios. El 49.12% de
los pacientes son jovenes, con una edad inferior o igual a 20 afios (Tabla 4).
Respecto a la edad de debut o de inicio de los sintomas, la media es de 25.31
+ 18.76 afos, con una mediana de 23.64 afos. En once de los pacientes

(19.29%) de la serie el inicio de los sintomas se remonta a la etapa pre-
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connatal, estando presente los sintomas desde el nacimiento. De estos casos,
7 pacientes son varones (63.63%) y 4 casos mujeres (36.36%). Consultar la

tabla 9 mas adelante.

Intervalos de edad Numero de pacientes Porcentaje total
0 — 20 afios 28 49.12%
20 — 40 afos 15 26.32%
40 — 60 afos 12 21.05%
> 60 afios 2 3.51%
Total (N) 57 100%

Tabla 4. Distribucién de los pacientes en grupos de edad cronolégica.

Los pacientes presentan una media de tiempo de evolucion de su
enfermedad de 20.44 + 13.24 afos, con una mediana de 16 afos. El paciente
de la serie que mayor tiempo de evolucion de su enfermedad presenta (caso 57)
tuvo el debut de su enfermedad en el nacimiento y lleva 55 afios de evolucion
En el grafico 2 y en la tabla 5 vemos expresado graficamente el tiempo de

evolucion de la enfermedad de los pacientes.

T T T T
0 1 2 3 4

Frecuencia

Gréfico 2. Gréfico de barras. Eje Y: tiempo de evolucion de la enfermedad expresada en afios.

Eje X: numero de pacientes (frecuencia).
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P T P T P T P T P T P T

1 37 afios 11 12 afios 21 12 afios 31 40 afios 41 | 11 afios 51 13 afios
2 5 afios 12 27 afios 22 31 afios 32 9 afios 42 | 21 afios 52 17 afios
3 22 afios 13 7 afios 23 19 afios 33 22 afios 43 | 15 afios 53 40 afios
4 54 afios 14 13 afios 24 10 afios 34 6 afios 44 | 0 afios 54 29 afios
5 35 afios 15 19 afios 25 5 afios 35 34 afios 45 | 41 afios 55 9 afios
6 13 afios 16 5 afios 26 13 afios 36 32 afios 46 | 16 afos 56 8 afios
7 31 afios 17 16 afios 27 12 afios 37 4 afios 47 | 20 afios 57 55 afios
8 34 afios 18 5 afios 28 20 afios 38 33 afios 48 | 28 afios

9 14 afios 19 6 afios 29 33 afios 39 25 afios 49 | 29 afios

10 48 afios 20 6 afios 30 11 afios 40 18 afios 50 | 15 afios

Tabla 5. Tiempo de evoluciéon de enfermedad en cada paciente. P: numeracién asignada al

paciente. T: tiempo.

Respecto al lugar de procedencia de los pacientes estudiados, 29 casos,

es decir, el 50.9% del total, provienen de Sevilla. El resto de los casos, 28

pacientes, fueron remitidos a la consulta desde otras ciudades de Andalucia

(25 casos), Madrid (1 caso) y Badajoz (2 casos). Ver grafico 3.

30

20

10

1

ALMERIA BADAJOZ

Grafico 3. Localidad de origen de los pacientes. Eje Y: frecuencia.

CADIZ CORDOBAGRANADA

JAEN

MADRID MALAGA SEVILLA
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3.3.2. Antecedentes familiares y forma de herencia.

No se describe antecedente de consanguinidad entre los padres de los
pacientes en ninguno de los casos estudiados. No se ha identificado
antecedente de historia familiar en 51 pacientes. En 5 pacientes se describe
historia de enfermedad en la linea familiar materna, madre y/o abuela materna,
y en un paciente el antecedente es paterno. Los pacientes numero 10, 33, 49y
56 tienen hermanos afectos, pero en ninguno de estos casos se describe un

patréon de herencia establecido (Tablas 6 y 7).

. . Historia familiar Frec %
Transmision/Herencia Frec %
NO HEREDITARIA 51 89.5%
Ausente 44 77.2%
MATERNA 5 8.8%
] PADRE AFECTO 1 1.8%
AUTOSOMICA 1 1.8%
MADRE AFECTA 3 5.3%
DOMINANTE
ABUELA PATERNA 1 1.8%
Total 57 100%
ABUELA MATERNA 1 1.8%
HERMANOS 4 7%
FAMILIAR 2° GRADO 2 3.5%
FAMILIA MATERNA 1 1.8%
Total 57 100%

Tablas 6 y 7. Analisis de frecuencias de la forma de herencia e historia familiar. Frec:

frecuencia de casos, %: porcentaje total que representan.

En el grupo de pacientes con formas hereditarias se han encontrado
diferentes formas de expresion clinica de los sintomas, sin encontrarse una
relacion estadisticamente significativa entre el patréon de herencia y la forma
clinica (p > 0.05). Los sintomas de la musculatura esquelética estan presentes

en cuatro pacientes de los seis casos del subgrupo con presencia de herencia
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(p = 0.484). En la tabla 8 se resumen las caracteristicas clinicas de los

pacientes que presentan patron de herencia.

C Sexo Edad Edad Forma de Sintomas Sintomas Otros
(afios) debut herencia oculares musc. sintomas
(afios) esquelética
Ptosis y Paresia Disfagia y
1 Hombre 50 13 Mat oftalmoplejia proximal disfonia
compleja
Ptosis y Paresia -
4 Hombre 72 18 Mat oftalmoparesia proximal
leve
21 Hombre 49 40 Mat Ptosis Mialgias -
Ptosis y
30 Hombre 74 60 Mat oftalmoplejia - -
compleja
53 Hombre 40 0 Mat Ptosis -
Ptosis y Cansancio, -
29 Mujer 43 0 AD oftalmoparesia intolerancia al
leve ejercicio

Tabla 8. Caracteristicas clinicas de los pacientes con formas

hereditarias. C: nimero de

identificacién del paciente. Forma de herencia: Mat = materna, AD = autonémica dominante.

3.3.3. Caracteristicas clinicas

En todos los casos los sintomas se inician por la afectacién ocular,

siendo éste el motivo de consulta en la mayoria de los pacientes. Los sintomas

oculares aparecen en el 100% de los pacientes, bien en forma de ptosis

palpebral, bien como limitacion de la motilidad ocular,

o0 bien como una
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combinacion de ambos. Los sintomas musculares estan presentes en el
59.65% de los pacientes de la serie, bien como expresiéon de sintomas
subjetivos o bien como paresia muscular objetivada en el balance motor de la
exploracién clinica. Ocho pacientes (14.03%) presentan fenotipo 6culo-faringeo
con afectacion de la musculatura bulbar. Otros sintomas y signos como
hipoacusia, retinitis pigmentaria en la exploracion del fondo de ojo y paladar
ojival, también se describen en estos pacientes. En la tabla 9 vemos un

resumen de las principales caracteristicas de todos pacientes de la serie.

Paciente Edad Edad de Casos Sintomas Sintomas m. Otros

(sexo) debut familiares oculares esquelética sintomas
1(H) 50 13 Mat +++ ++ DF, DG
2 (M) 18 13 - ++ o -

3 (M) 61 40 - + . .

4 (H) 72 18 Mat ++ ++ -

5 (M) 50 15 - +++ - S

6 (H) 30 17 - + ++ DG

7 (M) 49 18 - +++ ++ -

8 (H) 62 28 - +++ o -

9 (M) 61 47 - + - DF, DG
10 (M) 48 0 H + + -

11 (M) 56 44 - + + B

12 (H) 27 0 - + ++ PO
13 (M) 26 19 - + + =

14 (M) 79 66 - + - -

15 (H) 64 45 - + + -

16 (H) 38 33 - +++ ++ -

17 (M) 16 0 = +++ ++ =

18 (M) 35 30 - +++ ++ R

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes (continGa en la siguiente pagina).
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19 (H)

21 (H)

_---___
23 (H)
----———

25 (M)

27 (M)

29 (M)
_---___

31 (H)
----———

33 (H)
----———

35 (H)

37 (H)

_---___
39 (M)
----———

41 (H)

43 (H)

45 (H)

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes (continGia en la siguiente pagina).
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Paciente Edad Edad de Casos Sintomas Sintomas m. Otros

(sexo) debut familiares oculares esquelética sintomas
47 (M) 53 33 = ot ++ s
48 (M) 52 24 = + - DG
49 (M) 45 16 H + + S
50 (H) 60 45 - +++ - R, DG
51 (M) 25 12 - ++ - R
52 (M) 29 12 - +++ ++ R
53 (H) 40 0 Mat + o -
54 (H) 54 25 - ot ++ R, S
55 (M) 38 29 - + ++ B
56 (H) 63 55 H ++ + S
57 (H) 55 0 - +++ - R

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de los pacientes. Abreviaturas: m : musculatura esquelética.
Casos familiares: - = ausentes, H = hermanos afectados, Mat = herencia materna, AD =
herencia autosémica dominante. Sintomas oculares: + = ptosis palpebral aislada; ++ = ptosis
con oftalmoparesia leve; +++ = ptosis con oftalmoplejia compleja. Sintomas de la musculatura
esquelética: - = ausentes, + = intolerancia al ejercicio, fatiga precoz, mialgias o calambres
musculares, ++ = paresias objetivadas en la exploracion. Otros sintomas: DG = disfagia, DF =

disfonia, R = retinitis pigmentosa, S = sordera; PO = paladar ojival.

3.3.3.1. Sintomas oculares

Los sintomas oculares estan presentes en los 57 casos estudiados. El
100% de los pacientes presentan ptosis palpebral, bilateral en mas del 80% de
los casos (tabla 10). El 59.6% (34 pacientes) presenta oftalmoparesia. La
diplopia se recoge en la anamnesis de 19 pacientes (33.3%). La edad media de

inicio de los sintomas oculares es 25.31 anos + 18.76.
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Ptosis palpebral Frecuencia Porcentaje
Bilateral 47 82.5%

Unilateral derecha 7 12.3%

Unilateral izquierda 3 5.3%

Tabla 10. Caracteristicas de la ptosis palpebral

Encontramos tres formas de expresion clinica de los sintomas oculares:

1. Ptosis aislada en 23 pacientes (40.4%)
2. Ptosis con oftalmoparesia leve en 9 pacientes (15.8%) y

3. Ptosis con oftalmoplejia compleja en 25 pacientes (43.9%).

En la tabla 11 se exponen los estadisticos descriptivos de la edad de

inicio de los sintomas en estos subgrupos.

Edad de inicio de Media y DE Mediana Edad minima-Edad
los sintomas maxima
Ptosis aislada 29 afios + 20.96 29.68 afios 0-66.92
Ptosis y 24.7 afios +20.90 18.24 afios 0-54.94

oftalmoparesia leve

Ptosis y 22.13 afios +15.79 20 afos 0-60
oftalmoplejia

compleja

Tabla 11. Edad de inicio de los sintomas en los diferentes subgrupos clinicos segun los

sintomas oculares. DE: desviacién estandar.

Existe una homogeneidad tanto intergrupos como intragrupos respecto a
la edad de inicio de los sintomas oculares, salvo el paciente numero 30 del
tercer grupo, que tiene su edad de debut a los 60 afios para una media de
22.13 afos + 15.79 y una mediana de 20 afos en este grupo (grafico 4). No

existen diferencias estadisticamente significativas para la edad de inicio de los
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sintomas oculares en los diferentes grupos (p = 0.453).

30
60,004 o

40,007

Edad Inicio Sintomas

20,007

I

T T T
PTOSIS AISLADA PTCSIS+OFTALMOPARESIA PTOSIS+OFTALMOPLEA
LEVE COMPLEJA

EXPRESION CLINICA DE LOS SINTOMAS OCULARES
Gréfico 4. Diagrama de cajas. Representacién de la edad de inicio de los sintomas en los

subgrupos clinicos oculares.

El tiempo medio de enfermedad es de 20.44 afios con una desviacion
estandar de 13.25. En la tabla 12 vemos la descripcion de este valor segun los
subgrupos clinicos oculares. Existe una tendencia a la relacion entre el tiempo

de evolucion de la enfermedad y las caracteristicas clinicas de los sintomas

oculares (p = 0.09).

Tiempo de evolucion Media y DE Mediana Rango
de sintomas oculares (minimo-méaximo)
Ptosis aislada 16.60 + 12.41 afios 13 afios 48 (0 — 48)
Ptosis y 20.33 + 15.28 afios 19 afios 49 (5 -54)

oftalmoparesia leve

Ptosis y oftalmoplejia 24.01 £ 12.76 afos 21 afios 50 (5 - 55)

compleja

Tabla 12. Tiempo de evolucion de los sintomas en los subgrupos oculares. DE: desviacion estandar.
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La muestra presenta homogeneidad tanto intragrupos como
intergrupos, salvo el paciente numero 4, que es el paciente del segundo grupo

gue mayor tiempo de evolucion lleva (Gréafico 5).

60.009
50.009
40.009

30.00 —‘7

20.00

g

0.00- J—

T T T
PTOSIS AISLADA PTOSIS+OFTALMOPARESIA PTOSIS+OFTALMOPLEJA
LEVE COMPLEJA

Tiempo de Enfermedad

EXPRESION CLINICA DE LOS SINTOMAS OCULARES

Gréfico 5. Diagrama de cajas. Representacion del tiempo de evolucion de la enfermedad en

relacion con los subgrupos clinicos oculares

3.3.3.2. Sintomas musculares

De los 57 pacientes de la muestra, 34 pacientes presentan sintomas
musculares (59.65%) y los 23 casos restantes no (40.35%). Dentro de los 34
casos que si presentan afectacion de los musculos esqueléticos, podemos

diferenciar dos subgrupos:

1. Subgrupo de pacientes con balance motor normal. Presentan sintomas
como intolerancia al ejercicio, fatiga precoz, mialgias y/o calambres
musculares. Este grupo lo representan 12 pacientes, que corresponden

a un porcentaje del 21.05% del total de pacientes de la muestra y al
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35.29% de los pacientes con afectacion de la musculatura esquelética.

2. Subgrupo de pacientes con balance motor alterado. Presentan paresia

leve proximal objetivada en la exploracion fisica. Este grupo corresponde

a 22 pacientes, que representan un 38.59% del total de pacientes y un

64.70% de los pacientes con afectacion de la musculatura esquelética.

En la tabla 13 y en el grafico 6 podemos observar los valores calculados

en referencia a la edad de debut de la enfermedad en los diferentes subgrupos

de afectacion de la musculatura esquelética (p = 0.177).

Edad de inicio de la Media y DE mediana Edad minima-Edad
enfermedad maxima
Ausencia de sintomas 30.80 afios +20.43 20.43 afos 0-66.92
musculares
IE, fatiga precoz, 23.45 afios +21.46 17.5 afios 0-54.94
mialgias, calambres
Paresia proximal 20.59 afios + 14.21 19.12 afios 0-52

Tabla 13. Edad de inicio de los sintomas en los diferentes subgrupos clinicos segun los

sintomas de la musculatura esquelética. IE: intolerancia al ejercicio. DE: desviacién estandar.

60.005

40.007

Edad Inicio Sintomas

20.00—

0.004 J‘

|

|
AUSENTES

T T
IEFATIGA PRECOZ MIALGIAS, PARESIAS OBJETIVADAS EM
EXPLORACION

CALAMERES

EXPRESION CLINICA DE LOS SINTOMAS MUSCULARES

Gréfico 6. Diagrama de
cajas. Representacion de
la edad de debut de la
enfermedad en relacion
con los subgrupos clinicos
segln la afectacion de la

musculatura esquelética.
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En la tabla 14 y el grafico 7 vemos representados los valores
hallados para la relacién entre el tiempo de evolucion de la enfermedad y la
afectaciéon de la musculatura esquelética. Existe una homogeneidad en los

subgrupos aunque no se ha encontrado una diferencia estadisticamente

significativa (p = 0.978).

Tiempo de evoluciéon de Media y DE mediana Rango
la enfermedad (minimo — méximo)
Ausencia de sintomas 20.69 afios + 13.92 15 afos 51
musculares (4 —55)
IE, fatiga precoz, 20.83 afios + 13 18.49 afios 42
mialgias, calambres (6 -48)
Paresia proximal 19.97 afios + 13.25 16.55 afios 54
(0 —-54)

Tabla 14. Tiempo de evolucién de la enfermedad en los diferentes subgrupos clinicos segun los

sintomas de la musculatura esquelética. IE: intolerancia al ejercicio. DE: desviacién estandar.

60.009

50.009

40,004

30.004

de Enfermedad

20.004

1000 l l
000
T T T
AUSENTES IE FATIGA PRECOZ MIALGIAS, PARESIAS OBJETIVADAS EN
CALAMBRES EXPLORACION

iempo

T

EXPRESION CLINICA DE LOS SINTOMAS MUSCULARES

Gréfico 7. Diagrama de cajas. Representacion del tiempo de evolucion de la enfermedad en

relacién con los subgrupos clinicos segun la afectacion de la musculatura esquelética.
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La paresia proximal esta presente en 22 pacientes. Esta aparece a los
10.55 afos de haberse iniciado la enfermedad como media. El rango de edad
de inicio de la afectacién muscular oscila desde el nacimiento hasta los 46 afos.
En cinco pacientes, este sintoma se encuentra presente desde el nacimiento.
Aparecieron antes de los 20 afios en 16 pacientes (72.73%), entre los 20 y los
40 afios en 5 pacientes (22.73%) y por encima de los 40 afios en 1 paciente
(4.55%). La edad de debut de la enfermedad no presenta una relacién
estadisticamente significativa con la edad de aparicibn de las paresias

(p=0.236).

3.3.3.3. Formas de expresion clinica de la enfermed ad

Al analizar la sintomatologia de los pacientes de esta serie podemos
dividirlos en cuatro grupos segun la forma de expresion clinica de su

enfermedad. Estos grupos son:

1) Ptosis palpebral aislada
2) Ptosis con oftalmoparesia, leve o compleja
3) Ptosis con paresias de la musculatura esquelética, sin oftalmoparesia

4) Ptosis con oftalmoparesia y afectacion de la musculatura esquelética

En el siguiente esquema (grafico 8) se muestra de manera gréafica la
frecuencia y distribucién en cada grupo. El grupo 3, ptosis con afectacion de la
musculatura esquelética, es el que presenta menor representacion de

pacientes.
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32% 33%

@ PTOSIS

B PTOSIS+OFT
OPTOSIS+ME
OPTOSIS+OFT+ME

28%

Gréfico 8. Diagrama de sectores. Grupos de expresion clinica de la enfermedad. En el grupo

de ptosis palpebral aislada hay 19 pacientes (33.3%), en el grupo de ptosis con oftalmoparesia
16 pacientes (28.1%), en el grupo de ptosis con afectaciébn muscular esquelética 4 pacientes
(7.1%) y en el grupo con ptosis, oftalmoparesia y afectacion de la musculatura esquelética 18
pacientes (31.2%). Entiéndase por las abreviaturas: ME = musculatura esquelética, OFT =

oftalmoparesia.

Los grupos 1 y 2 son formas de enfermedad con afectacion ocular
exclusiva (“miopatia ocular simple”), sin debilidad de la musculatura esquelética.
Los grupos 3 y 4 son formas clinicas mixtas, con afectacién ocular y de la
musculatura esquelética (“miopatia ocular plus”). Estudiamos las caracteristicas
de estos pacientes agrupandolos en dos formas resumidas: afectacion ocular
exclusiva y afectacion mixta, con los subgrupos explicados dentro de cada una

de ellas.

A) Pacientes con afectacion ocular exclusiva (“miop atia ocular simple”):

Este subgrupo lo componen 35 pacientes (61.40%). Encontramos
pacientes con una ptosis palpebral aislada como Unica sintomatologia y

pacientes con ptosis palpebral acompafiada de limitacion de los movimientos
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oculares. (Gréficos 9, 10y 11).

A.l)) Ptosis palpebral aislada:

- Total: 19 pacientes, 33.33% del total de pacientes de la serie y 54.28%

de los pacientes con afectacion ocular exclusiva.

- Edad de debut: media 31.41 afios, mediana 39.73 afos, DT 21.78,

minimo 0 afos, maximo 66.92 afos.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad: media 17.52 afios, mediana 13
afos, DT 12.74 afos, rango de 44 afios con un minimo de 4 afios y un

maximo de 48 afos.

- Edad de realizacion de la biopsia muscular: media 42.42 afos,

mediana 45 afios y DT 15.53.

- Sintomas musculares: 10 pacientes (52.63%) no presentan sintomas
musculares y 9 (47.36%) pacientes si aquejan sintomas leves, en forma
de intolerancia al ejercicio, fatiga cronica, mialgias y/o calambres
musculares. En ningln caso existe alteracion del balance motor. La
relacion entre los sintomas oculares y la presencia de sintomas
musculares subjetivos muestra una tendencia a la relaciéon con un valor

de p=0.076.

A.2.) Ptosis con oftalmoparesia:

- Total: 16 pacientes, 28.07% del total de pacientes de la serie y 45.71%

de los pacientes con afectacion ocular exclusiva.
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- Edad de debut: media 24.56 afios, mediana 17.73 afios, DT 19.54,

minimo 0 afios, maximo 60 afos.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad: media 24.56 afios, mediana
22.50 afos, DT 13.60 afos, rango de 50 afios con un minimo de 5 afos

y un maximo de 55 afos.

- Edad de realizacion de la biopsia muscular: media 42 afos,

mediana 44.50 aflos y DT 13.53.

- Sintomas musculares: 13 pacientes (81.25%) no presentan estos
sintomas y 3 (18.75%) pacientes si aquejan sintomas leves, en forma
de intolerancia al ejercicio, fatiga cronica, mialgias y/o calambres
musculares. En ningun caso existe alteracion del balance motor. La
relacion entre los sintomas oculares y la presencia de sintomas
musculares subjetivos muestra una tendencia a la relacion con un valor

de p=0.076.

Edied ireies Sirtedn it

EXPRESION CLINSCA

Gréfico 9. Diagrama de cajas. Representacién gréfica de la relacién entre la edad de debut y

las formas de “miopatia ocular simple”.
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Grafico 10. Diagrama de cajas. Representacion gréfica de la relacién entre el tiempo de

evolucién de la enfermedad y las formas de “miopatia ocular simple”.

:.|I

g

5

.|

L

ECMD A Ly QUE SE REALITG LA BIOPSIA
f
i

FICAE AdLALL S T -
EXPRESION CLINICA

Gréfico 11. Diagrama de cajas. Representacion grafica de la relacion entre la edad en la que se

relizé la biopsia muscular y las formas de “miopatia ocular simple”.
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B) Pacientes con afectacién mixta (“miopatia ocular plus”):

En este subgrupo se ubican 22 pacientes, 38.59% del total de la muestra.
Estos pacientes presentan afectacion ocular en forma de ptosis palpebral en
todos los casos. La oftalmoparesia esta presente sélo en un grupo de ellos. La
afectacion de la musculatura esquelética que se contempla en este subgrupo
es la existencia de un balance motor alterado con paresia proximal. No se
incluyen los sintomas subjetivos (mialgias, calambres musculares, etc).

(Graficas 12, 13y 14).

B.1.) Ptosis con afectacion de la musculatura esquelética:

- Total: 4 pacientes, 7.02% del total de los pacientes de la serie y

18.18% de los pacientes con afectacion mixta.

- Edad de debut: media 17.58 afios, mediana 20.32 afos, DT 12.81,

minimo 0 afos, maximo 29.69 afos.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad: media 12.24 afios, mediana
10.99 afios, DT 11.23 afios, rango de 27 afios con un minimo de 0 afios

y un maximo de 27 afios.

- Edad de realizacion de la biopsia muscular: media 29.50 afios,

mediana 28 afios y DT 5.19.
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B.2.) Ptosis con oftalmoparesia y afectacion de la musculatura

esquelética:

- Total: 18 pacientes, 31.58% del total de pacientes de la serie y

81.82% de los pacientes con afectacion mixta.

- Edad de debut: media 21.26 afios, mediana 19.12 afios, DT 14.76,

minimo 0 afios, maximo 52 afios.

- Tiempo de evolucion de la enfermedad: media 21.69 afios, mediana
18.50 afios, DT 13.33 afios, rango de 49 afios con un minimo de 5 afios

y un maximo de 54 afos.

- Edad de realizacion de la biopsia muscular: media 37.06 afos,

mediana 36 afios y DT 14.57.
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Gréfico 12. Diagrama de cajas. Representacién grafica de la relacion entre la edad de debut y

las formas de “miopatia ocular plus”.

90



]

A T

- J_
i i E

o e ek L 0 AL B A i
EXPHAESIGAN CLEIA

Gréafico 13. Diagrama de cajas. Representacion gréafica de la relacién entre el tiempo de

evolucidn de la enfermedad y las formas de “miopatia ocular plus”.
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Gréfico 14. Diagrama de cajas. Representacion grafica de la relacion entre la edad de

realizacion de la biopsia muscular y las formas de “miopatia ocular plus”.
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No se ha encontrado significacion estadistica entre las variables edad de
inicio de los sintomas, tiempo de enfermedad y edad en que se realiz6 la
biopsia, y las diferentes formas de expresion clinica, tanto en las formas
oculares exclusivas como en las formas mixtas (p > 0.05). Existe una tendencia
a la relacion entre las formas oculares exclusivas y el tiempo de enfermedad (p
= 0.079). Si se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre
las formas oculares exclusivas y la presencia de oftalmoparesia, e igualmente

ocurre para las formas mixtas y la presencia de oftalmoparesia (p < 0.0005).

3.3.3.4. Clinica sequn grupos de edad

Los grupos de edad que se han considerado en este estudio para

analizar a los pacientes son los tres siguientes:

a) Edad menor o igual a 20 afios
b) Edad comprendida entre los 21 afios y los 40 afios

c) Edad superior a 40 afios

La mayoria de los pacientes de la muestra presentan una edad superior
a los 40 afios en el momento que se realiza este estudio (61.4%). De los 57
pacientes, sélo 4 de ellos tienen una edad inferior a los 20 afios. El resto de
pacientes, el 31.58%, se encuentran en el grupo intermedio de edad, entre los
21 y los 40 afios. En la siguiente tabla (tabla 15) se resume la distribucion y
frecuencia de los pacientes con las diferentes formas clinicas y segun los

grupos de edad descritos.
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Total de la
Clinica segin 0-20 afios 20-40 afios >40 afios muestra
grupos de edad
Ptosis aislada 2 ptes (50%) 3 ptes (16.7%) 14 ptes (40%) 19 ptes
(33.3%)
Ptosis y
oftalmoparesia 1 pte (25%) 5 ptes (27.8%) 10 ptes (28.6%) 16 ptes
(28.1%)
Ptosis y
paresias 0 4 ptes (22.2%) 0 4 ptes
(7.02%)
Ptosis,
oftalmoparesia 1 pte (25%) 6 ptes (33.3%) 11 ptes (31.4%) 18 ptes
y paresias (31.6%)
Total de 4 ptes 18 ptes 35 ptes 57 pacientes
pacientes por (7.02%) (31.58%) (61.40%) (100%)
grupos de edad

Tabla 15. Formas de expresion clinica en los pacientes segun la edad cronolégica.

3.3.3.5. Edad de inicio de los sintomas

La edad de debut o de inicio de los sintomas de los pacientes de la serie
presenta una media de 25.31 afios + 18.76, con una mediana de 23.64 afos.
En la tabla 16 se resumen las medidas de centralizacion calculadas para la
edad de debut de la enfermedad en los diferentes grupos de edad

cronoldgica.
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Edad de debut

0-20 afios 20-40 afios >40 afios
Media 6.5 afios 13.40 afios 33.59 afios
Desv estandar 7.5 afios 11.42 afios 17.96 afios
Mediana 6.5 afios 14.5 afios 39.12 afios
Rango 0-13 0-33 0 -66.92

Tabla 16. Edad de debut de la enfermedad en los subgrupos segun la edad.

3.3.3.6. Otros sintomas

Se ha encontrado retinitis pigmentaria en la exploracion del fondo de ojo
de 10 pacientes (17.5%). Dos pacientes (3.5%) presentan paladar ojival. La
sordera o0 hipoacusia se ha registrado en 5 pacientes (8.8%). Nueve
pacientes (15.79%) presentan afectacion bulbar, en forma de disfagia en 6

casos, disfonia en 1 caso y disfagia y disfonia combinadas en 2 casos.

3.3.3.7. Curso clinico de la enfermedad

El curso clinico de la enfermedad es estable en 35 pacientes (61.40%) y
lentamente progresivo en 22 casos (38.6%). Se observa un cardcter
fluctuante de la ptosis palpebral en 4 pacientes (7%). En las siguientes
tablas (tabla 17 y 18) se muestra cada caso de la serie mostrando el tiempo
de evolucién desde el inicio de los sintomas hasta finalizar la observacion, y

la expresidn de sintomas a lo largo de la historia natural de la enfermedad.
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Caso Edad Edad en el primer Edad actual Tiempo de Tiempo de
debut examen (afio 2007) observacion evolucion
1 13 afios 44 afos 50 afios 6 afios 37 afos
2 13 afios 18 afios 18 afios 0 afios > afios
3 40 afios 53 afios 61 afos 8 afios 22 afos
4 18 afios 64 afios 72 afios 8 afios 54 afios
5 15 afios 48 afos 50 afios 2 afios 35 afios
6 17 afios 30 afios 30 afios 0 afios 13 afios
7 18 afios 36 afios 49 afos 13 afios 31 afios
8 28 afios 53 afios 62 afios 9 afios 34 afios
9 47 afos 57 afios 61 afios 4 afios 14 afos
10 0 afios 45 afos 48 afos 3 afios 48 afios
11 44 afios 49 afios 56 afos 7 afios 12 afios
12 0 afios 27 afios 27 afios 0 afios 27 afios
13 19 afios 26 afios 26 afios 0 afios 7 anos
14 66 afios 69 afos 79 afos 10 afios 13 afios
15 45 afios 50 afios 64 afos 14 afios 19 afos
16 33 afios 38 afios 38 afios 0 afios > afios
17 0 afios 10 afios 16 afios 6 afios 16 afios
18 30 afios 34 afios 35 afios 1 afio > afios
19 A7 afios 53 afios 53 afios 0 afios 6 anos
20 40 afios 42 afos 46 afos 4 afos 6 anos
21 40 afios 45 afios 52 afios 7 afios 12 afos
22 30 afios 48 afios 61 afos 13 afios 31 afios
23 39 afios 49 afios 58 afios 9 afios 19 afios
24 44 afios 54 afios 54 afios 0 afios 10 afios
25 40 afios 45 afios 45 afios 0 afios 5 afios
26 20 afios 33 afios 33 afos 0 afios 13 afios
27 34 afios 46 afos 46 afnos 0 afios 12 afios
28 14 afios 32 afios 34 afos 2 afios 20 afios
29 0 afios 33 afios 33 afios 0 afios 33 afios
30 60 afios 64 afios 71 afios 7 afios 11 afios
31 0 afios 40 afios 40 afios 0 afios 40 afios

Tabla 17. Cronopatologia 1. Continda en la siguiente pagina.
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Caso Edad Edad en el primer Edad actual Tiempo de Tiempo de
debut examen (afio 2007) observacion evolucion
32 52 afios 54 afios 61 afios 7 afios 9 afnos
33 0 afios 7 afios 22 afos 15 afios 22 afos
34 63 afios 65 afios 69 afios 4 afios 6 afnos
35 20 afos 46 afos 54 afos 8 afios 34 afos
36 10 afios 42 afios 42 afios 0 afios 32 afios
37 13 afios 15 afios 17 afios 2 afios 4 afios
38 0 afios 30 afios 33 afios 3 afios 33 afios
39 15 afios 28 afios 40 afios 12 afios 25 afios
40 0 afios 15 afios 18 afios 3 afios 18 afios
41 52 afios 62 afios 63 afios 1 afio 11 afios
42 15 afios 36 afios 36 afios 0 afios 21 afios
43 46 afos 54 afios 61 afos 7 afios 15 afios
44 23 afios 25 afios 23 afios 0 afios 2 afios
45 0 afios 27 afios 41 afos 14 afios 41 afios
46 25 afios 40 afios 41 afios 1 afio 16 afos
47 33 afios 53 afios 53 afios 0 afios 20 afios
48 24 afios 40 afios 52 afios 12 afios 28 afios
49 16 afios 32 afios 45 afios 13 afios 29 afos
50 45 afios 60 afos 60 afos 0 afios 15 afios
51 12 afios 15 afios 25 afios 10 afios 13 afios
52 12 afios 18 afios 29 afos 11 afios 17 afos
53 0 afios 27 afos 40 afios 13 afios 40 afios
54 25 afios 43 afios 54 afios 11 afios 29 afos
55 29 afios 37 afios 38 afios 1 afio 9 afios
56 55 afios 62 afios 63 afios 1 afio 8 afos
57 0 afios 53 afios 55 afios 2 afios 55 afios

Tabla 17. Tabla de cronopatologia 1. Se muestra en cada caso y por orden, la edad de debut,
la edad que presentaba en la primera visita médica en la consulta especifica de Neurologia
(HUVR), la edad en el momento del estudio, el tiempo de observacién o seguimiento, y el
tiempo de evolucion. El tiempo de observacion es la edad en el momento del estudio menos la
edad en el primer examen. El tiempo de evolucién es el tiempo, expresado en afios, que ha

transcurrido desde el inicio de los sintomas de cada paciente hasta la fecha del estudio.
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P Forma de debut Evolucion m. Evolucion m. Otros

ocular esquelética sintomas

1 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (7) DF, DG (30)

2 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

3 Ptosis - - -

4 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (46) -

5 Ptosis+Ofatalmoparesa - - S (0)

6 Ptosis - Paresia (12) DG (10)

7 Ptosis+Oftalmoparesia  Ptosis U—B,F Paresia (18) -

8 Ptosis+Oftalmoparesia  Ptosis U—>B - -

9 Ptosis - - DF, DG (10)

10 Ptosis Ptosis U—B Calambres (40) -

11 Ptosis Ptosis U—B Cansancio (5) -

12 Ptosis+Paresia - Paresia (0) -

13 Ptosis - Cansancio (7) -

14 Ptosis - - -

15 Ptosis Ptosis F Cansancio (15) -

16 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (5) -

17 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (8) -

18 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (4) -

19 Ptosis - Cansancio (6) -

20 Ptosis - - -

21 Ptosis - Mialgias (5) -

22  Ptosis+Oftalmoparesia - - DG (18)

23  Ptosis+Oftalmoparesia - - -

24  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (5) -

25 Ptosis - - -

26  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (13) -

27 Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (12) -

28  Ptosis+Oftalmoparesia - - -

29  Ptosis+Oftalmoparesia - Cansancio (30) -

30 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

31 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

32  Ptosis+Oftalm+Paresia - Paresia (0) DF (0)

33 Ptosis+Oftalm+Paresia - Mialgias,paresia (0) -

Tabla 18. Cronopatologia 2. ContintGia en la siguiente pagina.
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P Forma de debut Evolucion m. Evolucion m. Otros

ocular esquelética sintomas

34 Ptosis - - -

35 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

36 Ptosis+Oftalmoparesia - IE (0), paresia (30) -

37 Ptosis - - -

38 Ptosis - Calambres,cans (30) -

39 Ptosis+Oftalmoparesia Ptosis F Cansancio (19) -

40 Ptosis - Calambres (15) -

41 Ptosis - - -

42  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (8) -

43  Ptosis+Oftalmoparesia  Ptosis U—~B - DG (7)

44 Ptosis - Paresia (2) -

45  Ptosis+Oftalm+Paresia - Paresia (0) DF (27)

46  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (15) -

47  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (20) S (20)

48 Ptosis - - DG (16)

49 Ptosis - Mialgias (16) S (16)

50 Ptosis+Oftalmoparesia - - DG (15)

51 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

52 Ptosis+Oftalm+Paresia - Paresia (0) -

53 Ptosis Ptosis F - -

54  Ptosis+Oftalmoparesia - Paresia (18) S (18)

55 Ptosis - Paresia (9) -

56 Ptosis+Oftalmoparesia Ptosis F IE (7) S (7)

57 Ptosis+Oftalmoparesia - - -

Tabla 18. Cronopatologia 2. Se muestra la forma de debut clinico de cada paciente y la
evolucién de dichos sintomas en el tiempo. Entre paréntesis se muestra el punto de la
evolucién en el que aparecen los sintomas, de manera que el nUmero expresa a qué afios de
evolucién desde el debut aparecen los sintomas que no estaban presentes en el inicio de la

enfermedad. Entiéndase en las abreviaturas: Oftalm = oftamoparesia, F = fluctuante, U =

unilateral, B = bilateral, IE = intolerancia al ejercicio, Cans = cansancio, S = sordera, DF
disfonia, DG = disfagia. La expresién “Ptosis U—B” indica un inicio unilateral de la ptosis con

progresion a la bilateralidad posteriormente.
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La clinica ocular existe desde un principio en los 57 casos, bien en forma
de ptosis palpebral aislada (22 casos) o bien en forma de ptosis con
oftalmoparesia (35 casos). De los pacientes que inician la enfermedad con
oftalmoparesia, 18 casos desarrollan paresia muscular esquelética,
indistintamente del momento de inicio de los sintomas o del tiempo de
evolucion, lo que supone un 51.43 % (p < 0.005). Los pacientes que inician la
enfermedad con ptosis aislada no desarrollan en ninglin caso oftalmoparesia y
la paresia muscular esquelética aparece s6lo en 4 de ellos (18.18 %),
indistintamente del momento de inicio de los sintomas o del tiempo de

evolucion.

La afectacion de la musculatura esquelética apararece afios después de
haber comenzado los sintomas oculares, excepto en 5 casos, en los que la
debilidad muscular esta presente desde el inicio de la enfermedad (casos 12,
32, 33, 45 y 52). El tiempo medio en el que aparece la debilidad muscular es de
10.54 afios desde que se inician los sintomas y la desviacion estandar 11.18
afos. La paresia es proximal y fija. Ver los diagramas 1, 2 y 3, en los que se
representa la clinica de inicio y la evolucién de cada paciente de la serierie.
Algunos pacientes presentan sintomas inespecificos como mialgias, calambres
musculares o cansancio, tiempo antes de desarrollar una paresia objetiva. En
11 casos, en cambio, existen sintomas musculares sin llegar a desarrollar una
paresia objetiva, a pesar de que el tiempo de evolucion de estos pacientes es
prolongado (tabla 19). Los sintomas de disfagia y disfonia se presentan

paralelos en el tiempo a la afectacion de la musculatura esquelética.
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CIT 5 > 10 15 20 25 30 35 40 45 50 >

Diagrama 1. Representacion de los sintomas al inicio de la enfermedad y en la evolucion de cada paciente de la serie.
Entiéndase por C: caso, numeracion de los pacientes (columna izquierda), T: afios de evolucién (fila superior), colores:

© ptosis con oftalmoparesia (sintoma inicial), ® paresia de la musculatura esquelética (sintoma en la evolucion) y @

ptosis palpebral aislada (sintoma inicial)
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En los siguientes diagramas (diagramas 2 y 3) se muestran los grupos
clinicos por separado. En el diagrama 2 se muestran los pacientes que inician
la enfermedad con ptosis y oftalmoparesia (barra amarilla). Los pacientes que
desarrollan paresia de la musculatura esquelética se sefialan con una barra
roja. La barra roja se inicia en el momento de la evolucion clinica en el que
aparecen las paresias, es decir, a los afios de evoluciébn que aparecen, y
finaliza sefialando el tiempo de evolucion de enfermedad que lleva el paciente.

La interpretacion del diagrama 3 es del mismo modo.

Diagrama 2. Representacion de los sintomas al inicio de la enfermedad y en la evolucion de cada paciente de la

serie.Entiéndase por C: caso, numeracion de los pacientes (columna izquierda), T: afios de evolucién (fila superior),
colores: ptosis con oftalmoparesia (sintoma inicial) y ® paresia de la musculatura esquelética (sintoma en la

evolucion).
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CIT 5 > 10 15 20 25 30 35 40 45 50 >

Diagrama 3. Representacion de los sintomas al inicio de la enfermedad y en la evolucion de cada paciente de la serie.:
casos con ptosis palpebral aislada. Entiéndase por C: caso, numeracion de los pacientes (columna izquierda), T: afios

de evolucion (fila superior), colores: ® paresia de la musculatura esquelética (sintoma en la evolucién) y @ ptosis

palpebral aislada (sintoma inicial).

Caso Sintomas musculares Tiempo de evolucién
10 Calambres musculares 48 afos
11 Cansancio 12 afios
13 Cansancio 7 afios
15 Cansancio 19 afios
19 Cansancio 6 afios
21 Mialgias 12 afios
29 Cansancio 33 afios
38 Calambres musculares, cansancio 33 afios
39 Cansancio 25 afios
40 Calambres musculares 18 afios
49 Mialgias 29 afios

Tabla 19. Casos con afectacion de la musculatura esquelética que no han desarrollado una paresia

de la musculatura esquelética objetiva.
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3.3.3.8. Patologias asociadas

El 85.96% (49 pacientes) de los pacientes no presentan ninguna
patologia asociada al problema de la miopatia ocular. Se ha observado
glomerulonefritis en un paciente (caso 40), parkinsonismo en un paciente
(caso 35), epilepsia en un paciente (caso 46) y cardiopatia, tipo estructural o
tipo trastorno de conduccion cardiaca, en 6 pacientes (casos 14, 21, 34, 45,
47, 49). En la tabla 20 se describe el tipo de enfermedad cardiaca que

presenta cada paciente.

Caso Edad Patologia cardiaca
14 79 afos Cardiopatia isquémica: angor
21 52 afos Cardiopatia hipertensiva
34 69 afos Miocardiopatia dilatada
45 41 afios Cardiopatia isquémica: infarto de miocardio
47 53 afios Sindrome Wolf-Parkinson-White
49 45 afios Bloqueo auriculo-ventricular

Tabla 20. Patologia cardiaca en los pacientes con miopatia ocular mitocondrial.

3.3.4. Determinaciones bioquimicas.

La determinacion de CK en sangre periférica fue realizada en todos los
casos. El acido lactico basal se determindé en 50 casos y la curva de acido
lactico se realizé en 45 pacientes. En la tabla 21 se muestra la normalidad o
elevacion de los valores obtenidos de estas determinaciones en cada caso. El
resto de determinaciones realizadas de rutina dentro de la bateria de pruebas
realizadas en sangre periférica como por ejemplo el perfil tiroideo, fueron

normales.
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Caso CK Lactato Test de isquemia/ Afectacion de la

basal Curva de Lactato musculatura esquelética

1 Normal Normal Normal Paresia

2 Elevada Normal Normal No

3 Normal Normal Normal No

4 Normal Normal Hiperproduccién de lactato Paresia

5 Normal Normal Normal No

6 Normal Elevado Normal Paresia

7 Normal Elevado - Paresia

8 Normal Elevado Normal No

9 Normal - - No

10 Normal Normal Normal Calambres

11 Normal Normal Normal Cansancio

12 Normal Normal Hiperproduccién de lactato Paresia

13 Normal Normal Normal Cansancio

14 Elevada Normal Normal No

15 Normal Normal Normal Cansancio

16 Normal Normal No valorable Paresia

17 Normal Normal Normal Paresia

18 Normal Elevado Normal Paresia

19 Normal Elevado - Cansancio

20 Normal Normal Normal No

21 Elevada Normal Normal Mialgias

22 Normal Elevado Normal No

23 Elevada Normal Normal No

24 Normal Normal Normal Paresia

25 Normal Normal Normal No

26 Elevada Normal Normal Paresia

27 Normal - - Paresia

28 Normal Elevado - No

29 Normal Elevado Elevado Cansancio

30 Normal Normal Normal No

31 Normal - - No

32 Normal Normal No valorable Paresia

33 Normal Normal Normal Mialgias, paresia

34 Normal Elevado Hiperproduccion de lactato No

35 Elevada Elevado - No

36 Elevada Elevado Hiperproduccién de lactato Intolerancia ejerc, Paresia

37 Normal Normal Normal No

38 Normal Normal Normal Calambres, cansancio

39 Normal Normal Normal Cansancio

40 Normal Normal Normal Calambres

41 Normal Normal Normal No

42 Normal - - Paresia

43 Normal Normal Normal No

44 Normal Normal Normal Paresia

45 Normal Normal Normal Paresia

46 Normal Normal - Paresia

47 Normal - - Paresia

48 Normal - - No

49 Normal - - Mialgias

50 Normal Normal Normal No

51 Normal Normal Normal No

52 Normal Elevado Hiperproduccién de lactato Paresia

53 Normal Normal Normal No

54 Normal Normal Hiperproduccion de lactato Paresia

55 Elevada Normal Normal Paresia

56 Normal Normal Normal Intolerancia al ejercicio

57 Normal Normal Normal No

Tabla 21. Resultados de las determinaciones de CK y &cido lactico. En la Gltima columna se

muestra la afectacién de la musculatura esquelética. Valor desconocido, no realizado: -.
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El resultado de la CK fue normal en 49 pacientes (86%) y mostré6 una
elevacion discreta en 8 casos (14%), por encima del doble de su valor normal.
El lactato basal sanguineo se midi6 en 50 pacientes; el resultando fue normal
en 38 de ellos (66.7%) y se encontré hiperlactacidemia en 12 casos (21.1%).
Cuarenta y cinco pacientes fueron sometidos al test anaerobidtico de ejercicio
en isquemia del antebrazo. La curva de lactato venoso fue normal en 37 casos
(64.9%) y 6 pacientes (10.5%) presentaron una curva de ascenso con
hiperproducciéon de lactato. En dos pacientes la prueba no fue valorable por
realizaciéon incorrecta de la técnica. En los pacientes en los que existe
afectacién de la musculatura esquelética los resultados de la CK y del acido

lactico son variados como puede observarse en la tabal 21.

3.3.5. Biopsia muscular: morfologia.

La biopsia muscular fue realizada en los 57 pacientes. EI musculo
utilizado para la biopsia fue seleccionado en funcion de las caracteristicas
clinicas de cada paciente. En 40 casos (70.2%) se tomoO la muestra del
musculo biceps, en 5 casos (8.8%) del muasculo tibial anterior, en dos casos
(3.5%) del musculo cuadriceps y en un caso (1.8%) del musculo deltoides.
Existen 14 muestras de las que desconocemos el musculo del que se tomo la
biopsia. Se encontraron hallazgos morfolégicos compatibles con enfermedad
mitocondrial en 54 casos (94.7%). En la siguiente tabla (tabla 22) se muestra la

frecuencia de los hallazgos anatomopatoldgicos.
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Hallazgo morfologico Frecuencia Porcentaje
Fibras raged-red 41 71.9%
Fibras COX negativas 34 59.6%
Aumento de AOS 32 56.1%
Aumento de lipidos 32 56.1%

Tabla 22. Hallazgos morfoldgicos en la biopsia muscular.

Existe una relacién entre la presencia de RRF y la presencia de fibras
COX negativas en la biopsia muscular (p = 0.033). La edad a la que se realiz6
la biopsia no presenta relacion con la presencia de RRF en la biopsia muscular
(p = 0.051). Tampoco existe relacién entre la edad en que se realiz6 la biopsia

y la presencia de fibras COX negativas en la biopsia (p = 0.310).

Otros hallazgos morfologicos que se han encontrado en la biopsia
muscular son una variablidad en el tamafio de la fiboras musculares en 6
pacientes (casos 1, 3, 8, 14, 31, 47) y vacuolas ribeteadas en 5 pacientes

(casos 11, 23, 30, 47, 50).

Se encuentran hallazgos de patologia mitocondrial en las biopsias
musculares de los pacientes con diferentes formas clinicas de presentacion. Se
muestra en la tabla 23 los hallazgos morfolégicos de etiologia mitocondrial en

los distintos subgrupos clinicos.
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Forma clinica N RRF COX - TAOS TLIPIDOS
Ptosis aislada 19 10 9 12 9
(52.63%) (47.37%) (63.16%) (47.37%)
Ptosis 16 15 9 7 8
+Oftalmoparesia (93.75%) (56.25%) (43.75%) (50%)
Ptosis+Afectacion 4 3 3 3 3
musc esquelética (75%) (75%) (75%) (75%)
Ptosis+Oftalmoparesia 18 13 13 10 12
+Afectacion musc (72.22%) (72.22%) (55.55%) (66.66%)
esquelética

Tabla 23. Hallazgos morfol6gicos en la biopsia muscular en los subgrupos segun las diferentes
formas clinicas. Se muestran los hallazgos en el nUmero de pacientes (nUmero superior) y el
porcentaje que representan dentro de cada subgrupo (entre paréntesis). Entiéndase por N =
namero de individuos del subgrupo, m. = musculatura, esq = esqulética, COX- = citocromo

oxidasa negativa, tAOS = aumento de la actividad oxidativa subsarcolemal.

3.3.6. Cadena respiratoria.

El estudio de la cadena respiratoria se ha realizado en 53 muestras de
musculo. Resulté normal en 31 casos (58.49%) y alterado, con déficit de alguno
de los complejos de la cadena respiratoria, en 22 casos (41.50%). En seis
casos se trata de un déficit combinado de complejos de la cadena respiratoria
(caso 12: 1, lll, IV; caso 14: 1ll, IV; caso 27: 1ll, IV; caso 30: |, IV; caso 31: I, 1, 1lI,
IV; caso 36: 1, IV). En los restantes 16 casos se trata de déficit de un complejo
aislado; en 8 casos déficit del complejo I, en 7 casos déficit del complejo IV y
en un caso déficit del complejo lll. El déficit del complejo Il s6lo se ha detectado

en 1 caso (paciente 31) y se encuentra en el contexto de varios complejos
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deficitarios. En la tabla 24 se muestra el nUmero de pacientes que presenta
déficit de cada complejo de la cadena respiratoria, bien de modo aislado o bien

en el contexto de déficit multiple.

Complejo CR Frecuencia
Complejo | 12
Complejo I
Complejo 1l 5
Complejo IV 13

Tabla 24. Déficit de los complejos de la cadena respiratoria

En la siguiente pagina se expone una tabla en la que se plasman los
casos con déficit de la cadena respiratoria, mostrando el tipo de déficit, las
caracteristicas clinicas y morfolégicas. En esta tabla 25 se expresa en la
primera columna los casos segun la numeracion asignada a cada paciente. La
segunda columna muestra el tipo de déficit de la cadena respiratoria que se ha
detectado. con déficit de uno varios complejos de la cadena respiratoria. A
continuacion se anota el sexo, la edad y el tiempo de evolucion. La columna de
edad muestra la edad de cada paciente en el afio 2007. Las siguientes
columnas muestran la clinica y los hallazgos morfologicos de la biopsia
muscular de estos pacientes. Entiéndase por las abreviaturas: CR = cadena
respiratoria, T = tiempo de evolucion, M = mujer, H = hombre, OFT =
oftalmoparesia, ME = musculatura esquelética, COX = fibras citocromo oxidasa
negativas, RRF = fibras rojo-rasgadas, f1AOS = aumento de la actividad

oxidativa subsarcolemal.
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Caso Déficit CR Sexo Edad T Forma clinica Biopsia muscular
1 | H 50 37 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF
- Paresia proximal
- Afectacion bulbar
2 1Y M 18 5 - PTOSIS+OFThorizontal RRF, COX, tAOS, tlipidos
6 1Y H 30 13 - PTOSIS+ME tlipidos
- Afectacion bulbar
12 1L, v H 27 27 - PTOSIS+ME RRF, COX, tAOS, tlipidos
- Paresia proximal
- Mialgias
13 | M 26 7 - PTOSIS aislada RRF, COX, tAOS
- Cansancio
14 1, v M 79 13 - PTOSIS aislada COX, tAOS
23 v H 58 19 - PTOSIS+OFTvertical RRF, COX
24 11l M 54 10 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF, COX
- Paresia proximal
27 1, Iv M 46 12 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF, COX, 1AOS, tlipidos
- Retinitis pigmentaria
28 v M 34 20 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX
30 I, IV H 71 11 - PTOSIS+OFTcompleja RRF
31 AL, v H 40 40 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, A0S, tlipidos
34 | H 69 6 - PTOSIS aislada RRF, COX, 1AQOS, tlipidos
36 I, IV H 42 32 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF, COX, tAOS
- Paresia proximal
- IE, calambres, mialgias
37 | H 17 4 - PTOSIS aislada Biopsia normal
43 | H 60 14 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX, 1AQOS, tlipidos
- Afectacion bulbar
44 | M 23 0 - PTOSIS+ME RRF, COX, tAOS
- Paresia proximal
47 v M 53 20  -PTOSIS+OFThorizotl+ME COX, 1AOS, 1lipidos
- Paresia proximal
- Hipoacusia
51 | M 25 13 - PTOSIS+OFThorizontal RRF
- Retinitis pigmentaria
52 v M 29 17 - PTOSIS+OFTcompleja+ME COX, tAOS, 1lipidos
- Retinitis pigmentaria
53 | H 40 40 - PTOSIS aislada RRF
- Fluctuante
57 v H 55 55 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX, 1AQS, tlipidos

Tabla 25. Casos con déficit de en la cadena respiratoria. Véase la leyenda en el texto superior.
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3.3.7. Estudio genético del mtDNA.

Se ha realizado el estudio de delecion en el mtDNA en las muestras de
musculo de los 57 pacientes. Se ha encontrado estudio positivo para delecion
en 14 casos, lo que representa un 24.6% del total de la serie. No se ha
encontrado relacion entre la edad de inicio de los sintomas y la presencia o
ausencia de delecion. La longitud de la delecion es varible, oscilando de 1 a 8
Kilobases (Kb), con un valor medio de 3.93 £ 2.16 Kb. La delecion es pequefia
en 8 casos y grande en 6 casos. En los pacientes 13, 22 y 28, la delecién
abarca la zona de corte de la enzima de restriccion BamHi. No parece existir
una relacion entre la longitud de la delecion y la edad de inicio de los sintomas
(p = 0.149). En 10 casos de los 14 con estudio positivo, la delecion se
encuentra situada en la llamada zona de alta frecuencia de mutacion. Se ha
determinado la proporcion de mtDNA delecionado en las muestras de musculo
esquelético de 8 pacientes. No ha podido establecerse una correlacion con
significacion estadistica entre la edad de inicio de los sintomas y la
heteroplasmia. Todos los pacientes con delecidon en su mtDNA excepto uno, el
caso numero 6, presentan hallazgos morfologicos caracteristicos de patologia
mitocondrial en su biopsia muscular. No existe una asociacion estadisticamente
significativa entre las variables delecion del mtDNA, presencia de RRF y
presencia de fiboras COX negativas (p = 0.063 para la relacion con las RRF y p
> 0.005 para la relacién con las fiboras COX negativas). A continuacion, en la
tabla 26, se muestra un resumen de los datos genéticos obtenidos en los casos

con delecion del mtDNA.
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P Tamafio Kb Localizacion Heteroplasmia

1 Grande 5 - mtDNA mutado > mtDNA normal.

2 Grande 6 - No determinado

5 Grande 6-7 | Zona de alta frecuencia mtDNA mutado < mtDNA normal

6 Pequefia 3 Zona de alta frecuencia No determinado

13 | Pequefa 2 Zona de alta frecuencia mMtDNA mutado = mtDNA normal

22 | Pequefia 1 Zona de alta frecuencia mtDNA mutado > mtDNA normal (90%)
24 Grande 8 - mtDNAmMt mutado > mtDNA normal (> 50%)
26 Grande 5 Zona de alta frecuencia mtDNA mutado > mtDNA normal (> 60%)
28 | Pequena 2-3 | Zona de alta frecuencia mtDNA mutado = mtDNA normal

30 | Pequenia 2-3 | Zona de alta frecuencia No determinado

39 Grande 4 - No determinado
43 | Pequefia 2 Zona de alta fecuencia mtDNA mutado = mtDNA normal
50 | Pequefia 1 Zona de alta frecuencia No determinado
55 Grande 4-5 | Zona de alta frecuencia mtDNA mutado < mtDNA normal

Tabla 26. Tamafio de la delecién, localizacién y heteroplasmia. P: paciente. Kb: Kilobases..
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3.4. CORRELACION ENTRE GENOTIPO Y FENOTIPO

Los pacientes con delecion del mtDNA tienen una edad media de inicio
de los sintomas de 27.24 = 15.55 afos, con una mediana de 19.5 afios y un
rango de 47.17 afios, que oscila desde los 12.83 afios a los 60 afios. No existe
en esta serie ningun caso con delecidn positiva cuyo debut de la enfermedad
haya sido en el nacimiento. En todos los casos el debut es por encima de los
12 afos de edad. En el grupo de pacientes en los que no se ha detectado
delecion la edad media de inicio de los sintomas es discretamente menor
(24.68 + 19.82 afnos, mediana 24 afos) y el rango de edad de inicio de los
sintomas mas amplio (66.92 afos), existiendo casos en los que el debut es
desde el nacimiento y abarcando hasta los 66.92 afios como maximo, similar al
limite maximo del grupo de pacientes con delecién. El valor de p obtenido para
relacion entre la presencia de delecién en el mtDNA y la edad de inicio de los

sintomas de la enfermedad es de 0.642.

El tiempo medio de evoluciéon de la enfermedad en el grupo de pacientes
con deleciéon es de 17.57 *10.46 afios, con una mediana de 13.99 afios, y un
rango de 32 afios, que oscila desde los 5 afios de evolucién a los 37 afos
maximo. En los pacientes sin delecidn el tiempo medio de enfermedad es algo
mayor (21.38 = 14.01 afios, mediana 18.99 afos). También el rango es mas
amplio en este grupo (55 afos), variando desde aquellos que llevan menos de
un afio de evolucién a aquellos que llevan 55 afios con su cuadro clinico. El
valor de p obtenido para relacién entre la presencia de delecion en el mtDNA y

el tiempo de evolucién de la enfermedad es de 0.464.
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La ptosis palpebral es de predominio bilateral independientemente de la
presencia o ausencia de deleciéon (p = 0.007). De los 14 pacientes en los que
se ha detectado delecion en el mtDNA, 10 pacientes (71.4%) presenta una
forma de ptosis bilateral, 1 paciente (7.1%) ptosis unilateral derecha y 3
pacientes (21.4%) ptosis unilateral izquierda. De los 43 pacientes en los que no
se ha detectado delecion en el mtDNA, 37 pacientes (86%) presentan ptosis
bilateral, 6 pacientes (14%) ptosis derecha y ningln paciente presenta ptosis

unilateral izquierda.

En aproximadamente un 70% de los pacientes con delecion, la
expresion fenotipica de los sintomas oculares que observamos es la ptosis
palpebral y la oftalmoplejia compleja combinadas. Sin embargo, el fenotipo
ocular mas frecuente en los pacientes sin deleciébn es la ptosis palpebral
aislada. En la relacion entre la presencia de delecién y la expresion fenotipica
de los sintomas oculares se ha encontrado una tendencia a presentar una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0.057). En la tabla 27 se analizan

las frecuencias de los sintomas oculares en los dos grupos.

Sintomas oculares Grupo con_ delecién Grupo sin_delecion
MtDNA mtDNA

PTOSIS 3 pacientes (21.4%) 20 pacientes (46.5%)

PTOSIS+OFT leve 1 paciente (7.1%) 8 pacientes (18.6%)

PTOSIS+OFT compleja 10 pacientes (71.4%) 15 pacientes (34.9%)

Total 14 pacientes (100%) 43 pacientes (100%)

Tabla 27. Sintomas oculares en los pacientes con y sin delecion del mtDNA. Entiéndase por

OFT : oftalmoparesia.

113



El fenotipo con afectacibn musculatura esquelética es mas frecuente en
los pacientes en los que no se ha detectado delecion en el mtDNA (p = 0.647).
Obsérvese que de los 12 pacientes que presentan intolerancia al ejercicio,
fatiga precoz, mialgias y/o calambres, 10 casos (83.3%) no tienen delecion y
tan s6lo en 2 casos (16.7%) si se ha encontrado delecién. De igual modo, de
los 22 pacientes con afectacibn muscular esquelética en forma de paresia
proximal, 17 casos no presentan delecién (77.3%), encontrandose ésta solo en
5 casos (22.7%). En la tabla 28 se muestra la distribucién de los sintomas

musculares en los diferentes grupos.

Sintomas de la musculatura

esquelética

Grupo con_ delecién
mtDNA

Grupo sin_delecién
mtDNA

No sintomas
Sintomas musc esqueletica

Paresia proximal

7 pacientes (50%)
2 pacientes (14.28%)
5 pacientes (35.71%)

16 pacientes (37.21%)
10 pacientes (23.25%)
17 pacientes (39.53%)

Total

14 pacientes (100%)

43 pacientes (100%)

Tabla 28. Sintomas musculares en los pacientes con y sin delecion. El subgrupo de sintomas
de la musculatura esquelética se refiere a intolerancia al ejercicio, fatiga precoz, mialgias y/o

calambres.

La expresion fenotipica global de la enfermedad es diferente en cada
grupo. En los pacientes con delecion en el mtDNA la forma més frecuente de
presentacion es la combinacion ptosis palpebral y oftalmoparesia, mientras que
en el grupo de pacientes sin delecion, la forma clinica que se observa con
mayor frecuencia es la ptosis palpebral aislada. El tamafio de la muestra no
nos permite identificar si existe una diferencia estadisticamente significativa
para esta relacién. Se muestra en la tabla 29 las frecuencias de las diferentes

formas clinicas en los pacientes con y sin delecion.
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Forma Clinica

Grupo con__delecion
mtDNA

Grupo sin_ delcion
mtDNA

Ptosis palpebral
Ptosis+Oftalmoparesia
Ptosis+ME

Ptosis+Oftalmoparesia+tME

1 paciente (7.1%)
8 pacientes (57.1%)
2 pacientes (14.3%)
3 pacientes (21.4%)

18 pacientes (41.9%)
8 pacientes (18.6%)
2 pacientes (4.7%)

15 pacientes (34.9%)

Total

14 pacientes (100%)

43 pacientes (100%)

Tabla 29. Forma clinica de expresién en los pacientes con y sin delecién. Entiéndase por ME:

afectacion de la musculatura esquelética.

En 5 casos de los 14 en los que se ha encontrado delecion (35.71%),
existe un fenotipo Oculo-faringeo con sintomas de disfagia y/o disfonia
afnadidos al resto de cuadro clinico. En la tabla 30 se muestran los casos con

dicho fenotipo y las caracteristicas de los mismos.

Caso Edad Edad de Herencia Sintomas Sintomas Sintomas Delecion
(sexo) debut oculares ME bulbares mtDNA
1(H) 50 13 Mat +++ ++ DF, DG Sl

6 (H) 30 17 - + ++ DG Sl

9 (M) 61 47 - + - DF, DG NO
22 (M) 61 30 - e - DG Sl
32 (M) 61 52 - ++ ++ DG NO
43 (H) 61 46 - +++ - DG Sl
45 (H) 41 0 - +H+ ++ DF NO
48 (M) 52 24 - + - DG NO
50 (H) 60 45 - +++ - DG Sl

Tabla 30. Casos de miopatia ocular mitocondrial con fenotipo 6culo-faringeo. Entiéndase por las abreviaturas:
ME: musculatura esquelética. Herencia: - = ausente, Mat = herencia materna. Sintomas oculares: + = ptosis
palpebral aislada; ++ = ptosis con oftalmoparesia leve; +++ = ptosis con oftalmoplejia compleja. Sintomas de la

musculatura esquelética: - = ausentes, + = intolerancia al ejercicio, fatiga precoz, mialgias o calambres

musculares, ++ = paresias objetivadas en la exploracion. Sintomas bulbares: DG = disfagia, DF = disfonia.
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Los hallazgos morfolégicos en la biopsia muscular son altamente
concordantes con patologia mitocondral en ambos grupos. En los pacientes
gue presentan delecion del mtDNA, las RRF estan presentes en mas del 90%
de ellos (p = 0.045) y las fibras COX negativas en mas del 50% (p = 0.684). En
la siguiente tabla se muestra la proporcion de RRF y fibras COX negativas en

ambos grupos de pacientes.

Hallazgos morfoldgicos Grupo con_ delecién Grupo sin_delcion
Biopsia muscular MtDNA mtDNA

RRF 13/14 pacientes 28/43 pacientes
(92.9%) (65.1%)

COX negativas 9/14 pacientes 18/43 pacientes
(64.3%) (49.9%)

Tabla 31. Hallazgos morfologicos en la biopsia muscular: RRF y fiboras COX negativas.

Para valorar si la heteroplasmia podria jugar un papel en la
manifestacion fenotipica, se ha determinado la proporcion de mtDNA
delecionado en el muasculo esquelético de 8 pacientes sobre el analisis
Southern blot (tabla 32). Se han hallado los valores en funcién de si la cantidad
de mtDNA delecionado es menor, igual o superior a la cantidad de mtDNA
normal en cada muestra de musculo esquelético estudiada. La edad de inicio
de los sintomas no muestra grandes variaciones en funcion de la proporcion de
MtDNA delecionado. En la tabla 33 se muestran las medidas de centralizacion
y dispersion de la edad de inicio de los sintomas en funciéon de la heteroplasmia.
No se ha encontrado correlacion entre la edad de inicio de los sintomas, las

manifestaciones clinicas y la heteroplasmia.
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Caso Heteroplasmia
1 mtDNA mutado > mtDNA normal.
2 No determinado
5 mtDNA mutado < mtDNA normal
6 No determinado
13 MtDNA mutado = mtDNA normal
22 mtDNA mutado > mtDNA normal (90%)
24 mtDNAmMt mutado > mtDNA normal (> 50%)
26 mtDNA mutado > mtDNA normal (> 60%)
28 MtDNA mutado = mtDNA normal
30 No determinado
39 No determinado
43 MtDNA mutado = mtDNA normal
50 No determinado
55 mtDNA mutado < mtDNA normal

Tabla 32. Casos en los que se ha determinado la heteroplasmia.

Heteroplasmia Media Desv. estandar Rango
<50% 22.57 afios 10.06 15.45 - 29.69
50% 26.40 afios 17.32 14.00 — 46.19
>50% 21.03 afios 8.77 12.83 - 30.28

Tabla 33. Edad de inicio de los sintomas en funcién de la heteroplasmia.

Finalmente, en la pagina siguiente se muestra una tabla que resume las
caracteristicas clinicas, morfolégicas y bioquimicas de los casos de la serie en

los que se ha detectado delecion del mtDNA (tabla 34).
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Edad T evol Caracteristicas clinicas Biopsia Deleccion

but (afios) (afios) muscular mtDNA

1(H) - PTOSIS+OFTcompleja+ME Grande
- Paresia proximal

- Afectacion bulbar

2 (M) 13 18 5 - PTOSIS+OFThorizontal RRF, COX, Grande v
TAOS, 1lipidos

5(M) | 15 52 37 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX, Pequefia -
- Hipoacusia 1AOS

6 (H) 17 30 13 - PTOSIS+ME tlipidos Pequefia v
- Afectacion bulbar

13 (M) 19 26 7 - PTOSIS AISLADA RRF, COX, Pequefia |
- Cansancio A0S

22 (M) 30 61 16 - PTOSIS+OFTcompleja RRF,1AOS, Pequefia -
- Retinitis tlipidos
- Afectacion bulbar

24 (M) | 44 54 10 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF, COX Grande 1]
- Paresia proximal

26 (H) | 20 40 20 - PTOSIS+OFTcompleja+ME RRF, COX Grande -
- Paresia proximal

28 (M) 14 34 20 - PTOSIS+OFTcompleja RRF,COX Pequefia v

30 (H) 60 71 11 - PTOSIS+OFTcompleja RRF Pequefia I,

v

39 (M) 15 40 25 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX Grande -
- Cansancio

43 (H) | 46 60 14 - PTOSIS+OFTcompleja RRF, COX, Pequefia I
- Afectacion bulbar 1AOS, tlipidos

50 (H) 45 60 15 - PTOSIS+OFT compleja RRF Pequefia -
- Retinitis RV

- Afectacion bulbar
55 (M) 29 38 9 - PTOSIS+ME RRF, COX, Grande -
- Paresia proximal

TACS, tlipidos

Tabla 33. Caracteristicas clinicas, morfolégicas y bioquimicas de los pacientes con estudio
genético positivo para delecion en el mtDNA. CR: en esta columna se muestra el complejo
deficitario de la cadna respiratoria, “-“ significa CR sin déficit. ME: musculos esqueléticos

afectados.
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3.6. DISCUSION

Nosotros examinamos 57 pacientes con miopatia ocular de origen
mitocondrial desde el punto de vista clinico, bioquimico, morfolégico y genético.
Todos los pacientes presentan caracteristicas clinicas de CPEO, sin embargo
hemos observado que en nuestra serie hay pacientes con una afectacion
ocular exclusiva (“miopatia ocular simple”), los cuales representan mas del 60%
de la muestra, y otros pacientes que muestran una afectacion mas amplia,
incluyendo patologia en la musculatura esquelética sumada a su afectacion
ocular (“miopatia ocular plus”). En este sentido, podemos clasificar a los

pacientes en cuatro grupos clinicos segun su grado de afectacion clinica:

1. Ptosis palpebral aislada

2. Ptosis con afectacion de los masculos oculomotores

3. Ptosis sin afectacion de los musculos oculomotores pero con afectacion
muscular esquelética

4. Ptosis con afectacion de los masculos oculomotores y de la musculatura

esquelética

La distribucion de las frecuencias de pacientes en los cuatro grupos es
similar, en torno a los 16-19 casos en cada uno de ellos, lo que representa
aproximadamente un 30%, excepto para el grupo tercero, en el que no existe
afectacion de la motilidad ocular, ya que en él la frecuencia es bastante menor,
4 pacientes, lo que supone tan sélo un 7% del total de la serie. Por tanto,
podemos afirmar que la afectaciéon de la motilidad ocular es un hallazgo

frecuente, aunque no constante, en este tipo de pacientes, ya que se presenta
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en el 60% de los casos aproximadamente. Por otro lado, la ptosis palpebral, la
manifestacion mas comun de la CPEO, si es un hallazgo constante en nuestra
serie de pacientes con miopatia ocular, encontrandose presente en el 100% de

los pacientes.

Tradicionalmente la CPEO se ha considerado una miopatia mitocondrial
de inicio tardio, debutando en un alto porcentaje en edades avanzadas de la
vida. Nosotros hemos observado que la edad media de debut de los sintomas
se encuentra en torno a los 25 afos y que casi la mitad de los pacientes de
nuestra serie tienen en el momento del estudio una edad comprendida entre los
0 y los 20 afos. Ademas aproximadamente el 20% presentan los sintomas
oculares desde su nacimiento, en forma de ptosis palpebral principalmente, sin
haber desarrollado posteriormente y hasta la fecha del estudio una patologia
mitocondrial mas agresiva como podria ser una encefalomiopatia o un SKS.
Este dato se considera relevante ya que la media de tiempo de evolucion de
los pacientes es amplia, superando los 15 afios en la mayoria de ellos. No
obstante, un 25% de pacientes aproximadamente debuta por encima de los 40

afos de edad.

A pesar de tratarse de una miopatia, el valor de CK es normal en la
mayoria de los casos. Esto es debido probablemente a que la destruccion de
células musculares no es llamativa, dato de esperar en las enfermedades
mitocondriales. La hiperlactacidemia, a pesar de ser una alteracién bioguimica
tipica, solo suele encontrarse alrededor del 30% en la mayoria de las series. En

nuestro estudio hemos encontrado valores aproximados a los descritos en
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estudios previos, encontrando el lactato basal elevado en el 21.1% de los

Ccasos.

El tiempo de evolucion ha mostrado una tendencia a la relacién con la
intensidad de los sintomas oculares (ptosis aislada > ptosis con oftalmoparesia
> ptosis con oftalmoplejia compleja), de manera que aquellos pacientes que

presentan mayor tiempo de evolucién muestran una clinica ocular mas severa.

La mayoria de los pacientes presentan un curso clinico estable o
lentamente progresivo. Este hecho puede condicionar el diagndstico tardio de
la enfermedad en algunos casos debido a que al ser una patologia
relativamente benigna, puede ser que los sintomas no incomoden en demasia
al paciente y por tanto éste retrase la consulta al médico. No obstante, un
pequefio nUmero de pacientes (7%) se caracteriza por una fluctuacion de la
ptosis palpebral. Existe un caso descrito en la literatura de un paciente con
CPEO que desarroll6 fatigabilidad muscular y mostré elevacion de anticuerpos
antireceptor de acetilcolina. Los sintomas no mejoraron tras el tratamiento con
prednisona y la biopsia muscular mostraba hallazgos claros de patologia
mitocondrial (Behbehan et al, 2007). Casos como el descrito enfatizan la
dificultad en el diagnéstico difererencial entre la citopatia mitocondrial y la

miastenia gravis.

El seguimiento en el tiempo de estos pacientes nos permite conocer la

historia natural de la enfemedad. Hemos observado que los pacientes que no

presentan oftalmoparesia en el inicio de su enfermedad, no la desarrollan
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posteriormente, manteniendo la ptosis palpebral como Unica manifestacion de
afectacién ocular. Los pacientes que si presentan oftalmoparesia tienden a la
afectacion de la musculatura esquelética en forma de paresia con mayor
frecuencia que el grupo de pacientes que sOlo presenta ptosis. Esto nos
permite diferenciar dos entidades diferentes de miopatia ocular. Por un lado,
ptosis palpebral aislada, y, por otro lado, ptosis con oftalmoparesia. En ambos
casos puede coexistir 0 no una afectacion muscular esquelética, siendo la

paresia mas frecuente en la forma clinica que se manifiesta con oftalmoparesia.

A diferencia de otras miopatias en las que la afectacién del miocardio es
frecuente, en esta serie de pacientes no hemos encontrado una frecuencia
elevada de patologia cardiaca. No obstante, deleciones parciales en el mtDNA
han sido encontradas por acumulacion en pacientes con cardiopatia isquémica

y otras miocardiopatias (Corral-Debrinski et al, 1997; Takeda, 1997).

Nosotros hemos encontrado delecion del mtDNA en 14 pacientes, lo que
supone un porcentaje del 24.6%, valor similar al encontrado en otras series.
Observamos que aquellos casos con una longitud de la delecion mayor
(deleciones grandes) presentan una edad de debut de los sintomas mas precoz
qgue aquellos cuya delecion es pequefia. Ademas dentro del grupo de pacientes
que presentan delecion en su MtDNA, la afectacibn de la musculatura
esquelética solo esta presente en aquellos casos en los que la delecién es
grande, limitAndose los sintomas a la esfera ocular en aquellos pacientes cuya
longitud de delecion es pequefia. De los 9 pacientes con fenotipo 6culo-

faringeo, 5 casos (55.55%) presentan delecion en su mtDNA de diferente
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longitud, tanto pequeiia como grande. Hace afios que se puso de manifiesto
gue la presencia de delecién en el mtDNA coincide con CPEO sea cual fuera la
extension tisular del trastorno (Laforet et al, 1994) y que parece existir una
relacion entre el tamafio de la delecion y el inicio de los sintomas, de modo que
los pacientes con deleciones mas largas se manifiestan a una edad de debut
mas temprana (Goto et al, 1990; Yamamoto et al, 1991). Estudios posteriores
de series casos de encefalomiopatias mitocondriales han seguido esta linea de
investigacién, llegando a diferentes conclusiones segun el grupo de trabajo del
gue se trate (Yamashita et al, 2008). En nuestra serie de pacientes con
miopatia ocular podemos decir que existe una relaciéon entre el tipo de delecién
en el mMDNA y la expresion fenotipica. Posiblemente, si amplidsemos el
namero de casos de la muestra, la relacion estadistica seria mas significativa,
sin embrago, como hemos visto se trata de una patologia poco prevalente y por
tanto el nimero de pacientes incluidos en nuestra serie es bastante significativo

para la patologia que estudiamos.

Las deleciones son normalmente heteroplasticas. Los estudios previos
(Goto el at, 1990; Aure et al, 2007; Yamashita et al, 2008) y el nuestro
muestran que no existe correlacion entre la proporcion de mtDNA delecionado
en el musculo esquelético y la edad de debut. Aure et al publicaron en su
estudio que la presencia y proporcibn de mtDNA delecionado en sangre
periférica pero no en musculo esquelético mostraba una relacion con un
prondstico severo en términos de velocidad de progresion, extension tisular y
tasa de supervivencia. En nuestro estudio se extrajeron muestras de mtDNA de

sangre periférica en 13 pacientes pero no fue posible la deteccion de mtDNA
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mutado en ningun caso, probablemente debido a la continua regeneracion de

las células sanguineas y a la seleccion genética que ocurre entre ellas.

Este tipo de enfermedades puede deberse a mutaciones del mtDNA,
defectos de interaccion entre el mtDNA y el nDNA, y mutaciones del nDNA. Por
tanto, el hecho de que en 43 pacientes no hayamos encontrado alteracion del
MtDNA no quiere decir que no exista un substrato genético en la fisiopatologia
de su proceso. Cabria la posibilidad de ampliar el estudio genético
secuenciando tanto el mtDNA como el nDNA, en busca de mutaciones no

descritas con la técnica empleada en nuestro estudio.
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3.5. CONCLUSIONES

1. Los pacientes con miopatia ocular de origen mitocondrial, en nuestro medio,
no muestran un predominio por hombres 0 mujeres en cuanto a la distribucién

por género, presentandose en ambos sexos en proporciones similares.

2. La edad media de debut de la enfermedad es de 25 afios, aunque el rango
de edad en el que se inician los sintomas es amplio. El sintoma inicial suele ser

una ptosis palpebral.

3. El seguimiento en el tiempo de esta serie de casos nos permite establecer
dos formas clinicas diferenciadas de Miopatia Ocular en base a la evolucién

observada:

» Ptosis palpebral aislada en pacientes que no van a desarrollar
oftalmoparesia a lo largo de toda su evolucién y en los que raramente va a
aparecer una paresia en musculatura esquelética. Los pacientes que no
presentan oftalmoparesia al inicio de la enfermedad no la desarrollan

posteriormente.

> Ptosis con oftalmoparesia desde el inicio de la enfermedad. La progresiéon
hacia paresia muscular esquelética es mas frecuente en este grupo,
independientemente de la edad de inicio de la enfermedad y del tiempo de

evolucion.
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4. En el estudio de esta serie de casos hemos observado un grupo de
pacientes con Miopatia Ocular Mitocondrial que presentan un fenotipo

oculofaringeo.

6. En los pacientes con Miopatia Ocular Mitocondrial de esta serie no hemos
observado una correlacion entre el fenotipo y los hallazgos con morfol4gicos,

histoquimicos y bioquimicos de la biopsia muscular.

7. La forma clinica de presentacién mas frecuente en el grupo de pacientes de
la serie en los que se ha detectado delecion del mtDNA es ptosis palpebral con
oftalmoparesia. La longitud de la delecidon puede considerarse en nuestra serie
un marcador biolégico ya que los pacientes con delecion de gran tamafio
presentan una edad de debut mas temprana y tienden a desarrollar una
afectacion de la musculatura esquelética, frente a los que presentan delecién

de pequefio tamafio, que tienden a limitar la sintomatologia a la esfera ocular.

8. La Miopatia Ocular de origen mitocondrial es una enfermedad que presenta

un curso clinico estable en mas del 60% de los pacientes.
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4. ANEXOS

4.1. Anexo 1:

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE ENFERMEDAD MITOCONDRIAL

Bernier FP, Boneh A, Dennett X, Chow CW, Cleary MA, Thorburn DR. Diagnostic criteria for

respiratory chain disorders in adults and children. Neurology 2002. 59:1406-11.

1. Criterios diagndsticos mayores
a) Clinica:

Se considera que se trata de una encefalomiopatia asociada a defecto
de CR o una citopatia mitocondrial (Enfermedad de Leigh, Enfermedad de
Alpers, Trastorno mitocondrial infantil letal, Sindrome de Pearson, Sindrome de
Kearns-Sayre, Encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
similares a ictus MELAS, Epilepsia mioclonica con fibras rojo-rasgadas MERRF,
Neuropatia-ataxia-retinitis pigmentosa NARP, Encefalomiopatia neuro-gastro-
intestinal mitocondrial MNGIE, y Neuropatia éptica hereditaria de Leber LHON)

definida cuando se cumplen las siguientes tres condiciones:

1. Combinacibn no explicable de sintomas multisistémicos que son
esencialmente patognomonicos de trastornos de la CR. Los sintomas
deben incluir afectacion de al menos tres de los siguiente sistemas:
neuroldgico, muscular, cardiaco, renal, nutricional, hepatico, endocrino,

hematoldgico, otoldgico, oftalmoldgico, dermatoldgico o dismorfismo.

2. Un curso clinico progresivo con episodios de exacerbacion o una
historia familiar fuertemente indicativa de una mutacién del mtDNA  (al
menos una relacion materna con cada probando lo cual es predictivo de

un probable definitivo trastorno de la CR).
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3. Otros posibles trastornos metabodlicos o no han sido excluidos por los

examenes apropiados, los cuales deben incluir metabolitos, enzimas,

analisis de mutaciones, imagen, estudios de electrofisiologia e histologia.

b) Histologia: > 2% fibras RRF en musculo esquelético

c) Enzimologia:

> 2% fibras COX-negativas si < 50 afios

> 5% fibras COX-negativas si > 50 afios

< 20% actividad de algun complejo de la cadena respiratoria (CR) en un tejido
< 30% actividad de algin complejo de CR en una linea celular

< 30% actividad de algun complejo de CR en dos 0 mas tejidos

d) Funcional: Sintesis de ATP por los fibroblastos < 3 SD

e) Molecular: Identificacion de una mutacion del DNA nuclear o mitocondrial

descrita como patogénica de enfermedad mitocondrial.
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2. Criterios diagnosticos menores.

a) Clinica: Sintomas compatibles con defectos de la CR.

b) Histologia:

1%—-2% fibras RRF si edad entre 30-50 afios
Ninguna fibra RRF > 30 afios
> 2% acumulos mitocondriales subsarcolemales en pacientes <16 afios

Anormalidades generalizadas en la microscopia electrénica en algun tejido

¢) Enzimologia:

Anticuerpos demostrativos de un defecto en la expresion de complejos de la
cadena respiratoria (CR)

20%—-30% actividad de algun complejo de la CR en un tejido

30%-— 40% actividad de algun complejo de la CR en una linea celular

30%-— 40% actividad de algunos complejos de la CR en dos o mas tejidos

d) Funcional:
Razon de sintesis de ATP por fibroblastos 2-3 SD bajo su valor
Fibroblastos con imposibilidad para crecer en un medio con glucosa

reemplazado por galactosa

e) Molecular: Identificaciéon de una mutacion del DNA nuclear o mitocondrial de

probable patogenicidad.

f) Metabdlico: Uno o mas indicadores metabdlicos de afectacion de la funcion

de la CR.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE ENFERMEDAD MITOCONDRIAL

% Diagnoéstico definitivo : identificacibn de cada criterio mayor o un

criterio mayor mas dos criterios menores.

% Diagnéstico probable: un criterio mayor mas un criterio menor

cualquiera o al menos tres criterios menores.

% Diagnoéstico posible : cualquiera de un criterio mayor s6lo o dos

criterios menores, uno de los cuales debe ser clinico.
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4.2. Anexo 2: Mutaciones en el DNA mitocondrial

CUADRO CLINICO ALTERACION GENETICA GEN HERENCIA
KSS Deleciones tnicas/Duplicacion Esporadica
Deleciones multiples
Sindrome de Pearson Deleciones unicas/Duplicacion Esporadica
CPEO Delaciones tnicas/Duplicacion Esporadica
A3243G tRNA" (VR Materna
T4274C tRNA' Esporadica?
T4285C tRNA"™ Materna
G4309A tRNA"™ Materna
A5692G tRNAM Materna
C5703T tRNAM Materna
T12311C tRNAL €N Materna
GI12315A tRNAM €N Esporadica
MELAS G583A tRNA™® Esporadica?
Gl1642A tRNAY! Materna
A3243G tRNA" (VR Materna
A3252G tRNA" (VR Materna
A3260G tRNA" (VR Materna
T3271C tRNA" (VR Materna
T3291C tRNA" (VR Materna
A5814G tRNA Materna
T9957C COX Il Materna
G13513A ND5 Materna
T9957C COX Il Materna
MERRF T7512C tRNAS (VN Materna
A8344G tRNA™ Materna
T8356C tRNAY Materna
G8363A tRNA™ Materna

132



Mutaciones en el DNA mitocondrial (continuacion)

Miopatia/Intolerancia T618C tRNA™® Materna
al ejercicio T3250C tRNAe (VUR) Materna
A3302G tRNAM (V00 Materna
T4409C tRNAM Esporadica
G5521A tRNA™™® Materna
A12320G tRNAM(CEN Esporadica
C15990T tRNA™ Materna
Microdelecion 15 pb COX I Esporadica
G14486A Citocromo b Esporadica
G15059A Citocromo b Esporadica
G15084A Citocromo b Esporadica
GIS168A Citocromo b Esporadica
Miocardiopatia A3260G tRNAe (VUR) Materna
C3303T tRNA e (V00 Materna
A4300G tRNA'™ Materna
C4320T tRNA'™ Materna
G8363A tRNAM® Materna
T9997C tRNAY Materna
Sindrome de Leigh/ Necrosis T8993G ATPasa 6 Materna
estriatal bilateral T8993C ATPasa 6 Materna
A9176C ATPasa 6 Materna
T8851C ATPasa 6 Materna
C1644A tRNAY Materna
Atrofia optica de Leber (LHON) G3460A ND1 Materna
G11778A ND 4 Materna
T14484C ND 6 Materna
LHON/Distonia A11696G ND4 Materna
G14459A ND 6 Materna
Encefalopatias G1606A TRNAY" Materna
3271-T tRNA (VR Esporadica
G6930A COX1 Esporadica
G9952A COX I Esporadica
T14709C tRNA™ Esporadica
Sordera no sindrémica A1555G 12S rRNA Materna
Sordera neurosensorial T7445C tRNAST (VN Materna
sindrémica T7511C tRNAST (VN Materna
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4.2. Anexo 3: Mutaciones en el DNA nuclear

TIPO DE ALTERACION FENOTIPO GEN HERENCIA
Mutaciones en genes nucleares S. de Leigh NDUFS1 AR
codificantes de proteinas de los ; . . ;
Encefalopatia y miocardiopatia NDUFS2 AR
complejos |-V
Sindrome Leigh-like NDUFS4 AR
S. de Leigh NDUFS7 AR
S. de Leigh NDUFS8 AR
S. de Leigh, leucodistrofia NDUFV1 AR
S.de Leigh SDHA AR
Feocromocitoma, paraganglioma SDHB AD,E
Paraganglioma hereditario SDHCy SD AR
Hipoglucemia y acidosis lactica UQCRB AR
Mutaciones en genes nucleares S. de Leigh SURF1 AR
implicados en el ensamblaje de , .
Hepatopatia y cetoacidosis SCO1 AR
los complejos de la cadena
respiratoria Miocardiopatia infantil SCO2 AR
Leucodistrofia y tubulopatia COX10 AR
Miocardiopatia hipertréfica COX15 AR
Encefalopatia, tubulopatia, fallo hep.  BCSI1L AR
S. de Leigh LRPPRC AR
Encefalopatia ATP12 AR
Mutaciones en genes nucleares  CPEO con deleciones multiples en el ANT1 AD

implicados en la comunicacién ADNmt

intergenémica

CPEO con deleciones multiples POLG1 AD, AR
SANDO y deleciones multiples AR
Encefalopatia, parkinsonismo y AR

deleciones multiples

S. de Alpers y deplecion

AR

MNGIE TP AR

CPEO y deleciones multiples C10orf2 AD
(Twinkle)

Hepatopatia infantil fatal y deplecion DGUK AR

del ADNmt

Leyenda tabla: AR: autosomica recesiva, AD: autosomica dominante, E: esporadica, X: ligada al cromosoma X.
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Mutaciones en el DNA nuclear (continuacion)

Mutaciones en genes nucleares Miopatia infantil fatal con o sin TK2 AR
implicados en la comunicacion tubulopatia y deplecién
intergenémica
g Cuadro hepatocerebral con déficit de
EGF1 AR
los complejos LI, IVy V
MRPS16 AR
Hipotonia, hepatopatia, acidosis
lactica, dismorfia y déficit
multienzimatico
PSU1 AR
Miopatia y anemia sideroblastica
Mutaciones genes codificantes Ataxia, crisis, miopatia mioglobinuria CoQ o?
de componentes no proteicos de
CR
Mutaciones en genes nucleares S. de Barth G45 X
que regulan componentes
lipidicos de las membranas
Mutaciones en genes nucleares Paraplegia espéastica AD KIF5A AD
que regulan la fusion, fision y L
Atrofia 6ptica AD OPA1 AD
movilidad mitocondrial
Charcot-Marie-Tooth 2A MNF2 AD
Mutaciones en genes nucleares Ataxia de Fredreich FRDA1 AR
codificantes de factores . o
Paraplegia espéstica SPG7 AR
indirectamente relacionados con
la CR Sordera y distonia DDP1 X
Atrofia 6ptica OPA1 AD
Anemia sideroblastica y ataxia ABC7 X
Enfermedad de Wilson ATP7B AR

Leyenda tabla: AR: autosomica recesiva, AD: autosomica dominante, E: esporadica, X: ligada al cromosoma X.
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4.4. Anexo 4. CASOS CLINICOS

A continuacién se expone un resumen de los casos clinicos de aquellos

pacientes de la serie estudiada en los que se ha encontrado delecion en el

MtDNA.
= Caso clinico 1 pagina 137
= Caso clinico 2 pagina 138
= Caso clinico 3 pagina 139
= Caso clinico 4 pagina 140-141
= Caso clinico 5 pagina 142
= Caso clinico 6 pagina 143
= Caso clinico 7 pagina 144
= (Caso clinico 8 pagina 145
= Caso clinico 9 pagina 146
= Caso clinico 10 pagina 147
= Caso clinico 11 pagina 148
= Caso clinico 12 pagina 149
= Caso clinico 13 pagina 150
= Caso clinico 14 pagina 151
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Caso clinico 1

Paciente n° 1 (RLP)

Género: Varén Edad: 50 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: Abuela materna con ptosis palpebral

Antecedentes personales: Hipertension arterial, dislipemia, tabaquismo,
enolismo, tromboembolismo pulmonar.

Anamnesis: A los 13 afios comienza con un cuadro progresivo de caida de
parpados, dificultad para tragar y cambio en la voz. Precis6 de intervencién
quirdrgica sobre los musculos elevadores de los parpados ya que la ptosis
progresiva le dificultaba la vision. Sobre los 30 afios empezé a notar debilidad
muscular sobre todo en las extremidades superiores.

Exploracién: Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia compleja. Paresia de
deltoides, triceps y musculatura distal de manos. Arreflexia generalizada.
Disfagia. Disfonia.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular: Muasculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos:
Variabilidad en el calibre de las fibras musculares. RRF. Inclusiones eosindfilas
cristalinas.

Estudio de la cadena respiratoria:  Déficit del complejo |

Estudio genético: Delecion de 5 Kb en el mtDNA. La cantidad de mtDNA
mutado en mayor que la cantidad de mtDNA normal.

Otros estudios: EMG: polineuropatia mixta axonal y desmielinizante

Diagndstico: Miopatia ocular de origen mitocondrial. Afectacion bulbar.
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Caso clinico 2

Paciente n° 2 (CLLP)

Género: Mujer Edad: 18 afios Procedencia: Jerez
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: convulsiones febriles en la infancia

Anamnesis: A los 13 afios comienza con caida del parpado izquierdo y visiéon
doble. La clinica ha permanecido estable a lo largo de los afos, sin
fluctuaciones ni claros empeoramientos.

Exploracién: Ptosis palpebral izquierda. Oftalmoparesia horizontal bilateral,
mas marcada en la mirada horizontal hacia la izquierda (paresia de musculo
recto lateral izquierdo y recto medial derecho). Balance motor normal.

Valor de CPK: Elevada (200 UI/L)

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mduasculo biceps. Hallazgos anatomopatoldgicos: RRF.
Aumento de la actividad oxidativa difusa y subsarcolemal. Aumento de lipidos.
Multiples fibras COX negativas.

Estudio de la cadena respiratoria: ~ Déficit del complejo IV

Estudio genético: Delecién de 6 Kb en el mtDNA

Otros estudios: EMG con estimulacion repetitiva normal. LDH 823 UI/L.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial
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Caso clinico 3

Paciente n° 5 (AGM)

Género: Mujer Edad: 50 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: Diabetes mellitus tipo 2, dislipemia, asma
bronquial, sindrome de colon irritable, poliposis nasosinusal.

Anamnesis: Cuando tenia 15 afios comenzd con vision doble en todas las
posiciones de la mirada y se notaba los parpados caidos. Ha presentado caidas
aunque no refiere debilidad en extremidades ni otros sintomas musculares.
Exploracién: Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia compleja. Hipoacusia.
Hiposmia. Balance motor normal.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mdsculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF
abundantes. Aumento de la actividad oxidativa subsarcolemal. Frecuentes
fiboras COX negativas.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Delecion grande de 6-7 Kb en el mtDNA, en zona de alta
frecuencia. La cantidad de mtDNA mutado es menor que la cantidad de mtDNA
normal.

Otros estudios: EMG: velocidad de conduccion nerviosa normal

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial
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Caso clinico 4

Paciente n° 6 (RFM)

Género: Varén Edad: 30 afios Procedencia: Céadiz
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: Parto prematuro. Comenzé a caminar a los 4 afios,
con caidas frecuentes. Por lo demas, tuvo un desarrollo psicomotor normal.
Anamnesis: A sus 17 afios comenzé a sentir los parpados caidos, mas
acentuado en el lado derecho. Desde su infancia le notaban que tenia menos
fuerza que los nifios de su edad, pero ha sido en los ultimos afios cuando él ha
comenzado a notar debilidad muscular predominantemente a nivel proximal.
Ocasionalmente ha presentado dificultad para tragar.

Exploracién: Ptosis palpebral bilateral mas acentuada en el lado derecho.
Facies miopética con discreta debilidad facial bilateral y en masculo orbicular
de los parpados. Escasa movilizacién del velo del paladar. Motilidad ocular
normal. Paresia proximal con ileopsoas y cuadriceps a 4+/5, gliteos mayores a
4/5, infraespinoso, deltoides y supraespinoso 4+/5.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Elevado (3.5 mmol/L)

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular: Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: Aumento
del contenido lipidico. La demostracion de inmunohistoquimica de fosforilasa,
fosfofructoquinasa, mioadenilato deaminasa, citocromo C oxidasa, muestran
una reaccion normal.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Delecion unica de 3 Kb en el mtDNA, en zona de alta
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frecuencia.

Otros estudios: Examen de placa neuromuscular para el nervio cubital
derecho estimulando en la mufieca y detectando en el adductor de 5°dedo
muestra una estimulacién repetitiva patolégica en baja frecuencia de
estimulacién. Anticuerpos antireceptores de acetilcolina negativos.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial con fenotipo 6culo-faringeo
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Caso clinico 5

Paciente n° 13 (JBGP)

Género: Mujer Edad: 26 afios Procedencia: Granada
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: Traumatismo palpebral izquierdo a los 9 afos de
edad

Anamnesis: A los 19 afios empieza a notar que el parpado izquierdo lo tiene
mas bajo que el derecho. Refiere sensacion de falta de fuerzas y cansancio
excesivo con el ejercicio. No presenta clara intolerancia al ejercicio.
Exploracién:  Ptosis palpebral izquierda, con ausencia de fatigabilidad.
Motilidad ocular normal. Balance motor normal.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mduasculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF
abundantes. Aumento de la actividad oxidativa subsarcolemal. Ocasionales
fiboras COX negativas.

Estudio de la cadena respiratoria:  Déficit de complejos |y IV

Estudio genético: Delecién Unica pequefia de 2 Kb en el mtDNA, en zona de
alta frecuencia. La cantidad de mtDNA mutado es igual a la cantidad de mtDNA
normal.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial

142



Caso clinico 6

Paciente n° 22 (HCF)

Género: Mujer Edad: 61 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: Miastenia gravis, timectomizada. Sindrome de
apnea obstructiva del suefio. Obesidad. Tiroiditis de Hashimoto.

Anamnesis: A los 30 afios comenz6 a ver doble y se notaba los parpados
caidos. Aquejaba dificultad para la deglucion.

Exploracién: Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoparesia. Retinitis pigmentaria
en el fondo de ojo. Disfagia.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Elevado discretamente (2.78 mmol/L)

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mduasculo biceps. Hallazgos anatomopatologicos: RRF.
Aumento de la actividad oxidativa subsarcolemal. Aumento del contenido
lipidico.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Deleciéon de 1 Kb en el mtDNA, en zona de alta frecuencia.
La cantidad de mtDNA mutado supone el 90% del mtDNA total de la célula.
Mutacion puntual T4216C en el gen ND1 del mtDNA.

Otros estudios: EMG: estimulacion repetitiva normal

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial. Afectacién bulbar.
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Caso clinico 7

Paciente n° 24 (AMGC)

Género: Mujer Edad: 54 afios Procedencia: Cadiz
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: No

Anamnesis: A los 44 afios consulta porque nota una caida de parpados
bilateral progresiva. Con posterioridad a notado vision doble y dificultad para
subir escaleras, levantarse desde la posicién de cuclillas y para mantener los
brazos en alto.

Exploracién:  Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia externa compleja.
Paresia de ambas cinturas discreta, escapular y pelviana, mas acusada en esta
altima.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
Fibras COX negativas. Predominio de fibras tipo 1.

Estudio de la cadena respiratoria: ~ Déficit del complejo IlI

Estudio genético: Delecion grande de 8 Kb en el mtDNA. La proporcion de
mMtDNA mutado supera la cantidad de mtDNA normal.

Diagnéstico: Miopatia ocular mitocondrial con afectacion de cinturas
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Caso clinico 8

Paciente n° 26 (JMMS)

Género: Varén Edad: 33 afios Procedencia: Cordoba
Antecedentes familiares: Abuela paterna con degeneracion retiniana
Antecedentes personales: No

Anamnesis: A los 20 afios consulta porque nota una caida de parpados
bilateral progresiva. En el interrogatorio dirigido puede extraerse que unos afos
antes comenzé a notar debilidad muscular a la que no dio importancia por no
afectarle en su vida diaria.

Exploracién:  Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia externa compleja.
Paresia proximal y distal.

Valor de CPK: Elevada ligeramente (280 UI/L)

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
Fibras COX negativas. Predominio de fibras tipo 1.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Deleciones multiples, de 5 Kb de tamafio, en el mtDNA, en
zona de alta frecuencia. La proporcion de mtDNA mutado supera la cantidad
de mtDNA normal.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial
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Caso clinico 9

Paciente n° 28 (RMA)

Género: Mujer Edad: 34 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: Migrafia. Hipotiroidismo subclinico.

Anamnesis: A los 14 afios consulta porque nota una caida de parpados
bilateral progresiva. Precis6 de intervencidon quirdrgica sobre los musculos
elevadores del parpado por dificultad para la vision.

Exploracién:  Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia externa compleja.
Paresia de ambas cinturas, escapular y pelviana.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Elevado (3.3 mmol/L)

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
Fibras COX negativas.

Estudio de la cadena respiratoria:  Déficit del complejo IV

Estudio genético: Delecion unica de 2-3 Kb en el mtDNA. La proporcion de
MtDNA mutado y la cantidad de mtDNA normal es similar.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial con afectaciéon de cinturas.
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Caso clinico 10

Paciente n° 30 (JSL)

Género: Varén Edad: 71 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: Madre con ptosis palpebral

Antecedentes personales: Neoplasia pulmonar (“oat-cell”) y prostatica. HTA.
EPOC.

Anamnesis: A partir de los 60 afios empieza a notarse una caida de parpados
progresiva, sin ningun otro sintoma acompafante.

Exploracién: Ptosis palpebral bilateral. Motilidad ocular normal. Balance
muscular normal.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
“Rimmed vacuols”. Centralizacion de nucleos. Atrofia de fibras tipo 2.

Estudio de la cadena respiratoria:  Déficit del complejo |y IV

Estudio genético: Delecion de 2-3 Kb en el mtDNA, en zona de alta frecuencia.
Mutacién secundaria T4216C y mutacion G15928A en el tRNA de la treonina.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial
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Caso clinico 11

Paciente n° 39 (FCG)

Género: Mujer Edad: 40 afios Procedencia: Badajoz
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: No

Anamnesis: Consulta por caida de parpado derecho progresiva y visién doble
desde los 15 afios. Fluctia ligeramente empeorando por las noches, tras el
consumo de alcohol y tras poco descanso nocturno. Se ensayod tratamiento con
anticolinesterasicos y corticoides, sin presentar mejoria. En los ultimos meses
presenta cansancio en las piernas y problemas articulares.

Exploracién: Ptosis palpebral derecha. Oftalmoparesia de la musculatura
extraocular derecha mas acusada en el musculo recto superior y recto interno,
y limitacién del muasculo recto interno izquierdo. Balance muscular normal.
Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
Abundantes fibras COX negativas.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Delecion grande de 4 Kb en el mtDNA.

Otros estudios: EMG, RM craneal, estudio de anticuerpos contra receptores
de acetilcolina, todo normal.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial

148



Caso clinico 12

Paciente n° 43 (FSM)

Género: Varén Edad: 61 afios Procedencia: Jaen
Antecedentes familiares: Cataratas en la familia paterna

Antecedentes personales: No

Anamnesis: A los 56 afios empezd a notar una caida del parpado izquierdo
gue progresivamente se hizo bilateral. Desde hace un afio ha comenzado a
notar dificultad para deglutir. Se realizd blefaroplastia bilateral.

Exploracién:  Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia externa compleja.
Balance motor normal.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mduasculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF
dispersas. Abundantes Fibras COX negativas. Aumento de la actividad
oxidativa subsarcolemal. Predominio de fibras tipo 1.

Estudio de la cadena respiratoria:  Déficit del complejo |

Estudio genético: Delecion de 2 Kb en el mtDNA, en zona de alta frecuencia.
La proporcion de mtDNA mutado y la cantidad de mtDNA normal es similar.
Otros estudios: RM craneal normal.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial con fenotipo 6culo-faringeo
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Caso clinico 13

Paciente n° 50 (JMMR)

Género: Varén Edad: 61 afios Procedencia: Jaen
Antecedentes familiares: Cataratas en la familia paterna

Antecedentes personales: No

Anamnesis: A los 45 afios empez6 a notar una caida del parpado bilateral.
Poco tiempo después comenzd a notar vision doble en deternjminadas
posicines de la mirada. En ocasiones presenta dificultad para la deglucion.
Exploracién:  Ptosis palpebral bilateral. Oftalmoplejia externa compleja.
Balance motor normal.

Valor de CPK: Normal

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Musculo biceps. Hallazgos anatomopatolégicos: RRF.
Presencia de “rimmed vacuols”.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Delecidén pequefia de 1 Kb en el mtDNA, en zona de alta
frecuencia.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial. Afectacién bulbar.
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Caso clinico 14

Paciente n° 55 (RPM)

Género: Mujer Edad: 38 afios Procedencia: Sevilla
Antecedentes familiares: No

Antecedentes personales: No

Anamnesis: Con 29 afios empez6 a notar que el parpado izquierdo se le caia,
fluctuando durante el dia. Precis6 de intervencidn quirdrgica sobre el musculo
elevador del parpado izquierdo ya que la caida progresiva del parpado llegé a
dificultarle la vision.

Exploracién: Ptosis palpebral izquierda. Motilidad ocular normal. Paresia leve
de musculos deltoides.

Valor de CPK: Elevada (249 UI/L); Normal en andlisis posteriores

Lactaco basal: Normal

Test de isquemia: Normal

Biopsia muscular:  Mdusculo tibial anterior. Hallazgos anatomopatolégicos:
RRF. Abundantes Fibras COX negativas. Aumento de la actividad oxidativa
subsarcolemal. Aumento del contenido de lipidos.

Estudio de la cadena respiratoria:  Normal

Estudio genético: Delecion de 4-5 Kb el mtDNA, en zona de alta frecuencia.
La proporcion de mtDNA mutades menor que la cantidad de mtDNA normal.

Diagndstico: Miopatia ocular mitocondrial.
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Parte 5:

ABREVIATURAS
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5. ABREVIATURAS

ADP: Difosfato de adenosina

ATP: Trifosfato de adenosina

CoA: Coenzima A (acetil-CoA)

COX: Citocromo oxidasa

CPEO: Oftalmoplejia externa cronica progresiva
CPT: Carnitina palmitoil transferasa

CR: Cadena respiratoria

CSIC: Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
DAB : Diaminobenzidina

DE: Desviacion estandar

DNA: Acido Desoxirribonucleico

DT: Desviacion tipica

EMG: Electromiografia

ENS: Encefalomielopatia necrotizante subaguda

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

g: gramos

H-E: Hematoxilina-eosina

HTA: Hipertension arterial

HUVR: Hospital Universitario Virgen del Rocio

LHON: Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber

MELAS: Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios similares a
ictus

MERRF: Epilepsia mioclonica con miopatia de fibras rojo rasgadas

mL : mililitros
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MNGIE: Encefalopatia mioneurogastrointestinal
MtDNA : ADN mitocondrial

NADH: Nicotinamida adenindinucleétido glucohidrolasa
NARP: Sindrome de neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa
NDNA: ADN nuclear

ORO: rojo oleoso

PAS: acido periddico de Schiff

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pol: polimerasa

RNA: Acido ribonucleico

RRF: fibras rojo-rasgadas

rRNA: RNA ribosémico

SD: Desviacion estandar

SDH: succinato deshidrogenasa

SKS: Sindrome de Kearns-Sayre

tRNA: RNA de transferencia

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UPO: Universidad Pablo de Olavide
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