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Enfermedades mitocondriales: mutaciones en COX15

Resumen en espanol

La mitocondria es un organulo esencial en el mantenimiento de las células eucariotas, su

principal funcidn es la produccién de energia mediante el transporte de electrones en la
cadena respiratoria de su membrana interna. Cuenta con cinco complejos, siendo el cuarto el
complejo COX, encargado de llevar los electrones hasta el oxigeno para dar agua. Para la
biosintesis de la mitocondria es necesaria la colaboracidén de ADN mitocondrial y nuclear, y por
tanto las enfermedades mitocondriales pueden estar causadas por mutaciones en ambos
sistemas genéticos y dar sintomas muy variados en los pacientes. Para el desarrollo de este
trabajo se han estudiado las mutaciones en el gen COX15, gen perteneciente al grupo COX y
codificado por ADN nuclear. Cinco casos se han publicado al respecto, y en este trabajo se
presenta un sexto caso que fue estudiado en el Departamento de Bioquimica de la Universidad
de Zaragoza. Estos pacientes tienen en comun la forma de presentacién de su patologia,
siendo caracteristicas la acidosis lactica y la hipotonia axial (a excepcion de un caso que
mantiene niveles normales), pero difieren en la forma de evolucidn, la edad de supervivenciay
en las localizaciones de las mutaciones dentro del gen COX15. Cuatro de los seis casos han sido
diagnosticados de Sindrome de Leigh. Se ha logrado concluir que existe una relacién muy
estrecha entre los distintos tipos de mutaciones en el gen COX15, su diferente grado de
gravedad y el fenotipo clinico que producen. Se trata de un tema de plena actualidad ya que
los mecanismos fisiopatoldgicos contintian siendo desconocidos para los investigadores, por
ello el papel de los médicos es ofrecer un tratamiento sintomdtico y acompafnar a estos
pacientes durante su proceso de enfermedad. Se quiere resaltar la importancia de este tipo de
enfermedades que por lo general resultan mortales a una temprana edad, y que de forma
separada cuentan con pocos casos, pero conjuntamente suponen un problema social
importante. Es necesario seguir investigando al respecto para lograr tratamientos eficaces y
dirigidos.
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Resumen en inglés

The mitochondrion is an essential organelle for eukaryotic cells maintenance, their main

function is the production of energy by electron transport in the respiratory chain of the inner
membrane. It has five complexes, the fourth known as COX complex, is responsible for
transforming oxygen into water. Mitochondria biosynthesis needs collaboration between
mitochondrial DNA and nuclear DNA, thus mitochondrial diseases may be caused by mutations
in both genetic systems and they also cause varied symptoms in patients. For the development
of this work we have studied mutations in the gene COX15, COX gene belonging to the group
and encoded by nuclear DNA. Five cases have been published about it, and in this work the
sixth case presented was studied in the Department of Biochemistry at the University of
Zaragoza. A common point between these patients is their pathology presentation, being
characteristic lactic acidosis and axial hypotonia (except for a case that maintains normal
levels) and they differ in the way of evolution, the age of survival and locations of mutations
within the gene COX15. Four of the patients have a Leigh syndrome. The different types of
mutations in the gene COX15 and their differing degrees of severity and clinical phenotype are
closely related. This is a hot topic today because the pathophysiological mechanisms remain
unknown to researchers, so the role of doctors is just to provide symptomatic treatment and
accompany these patients during their disease process. We insist in the importance of this
type of diseases that usually are fatal during an early age, and if we count them separately we
only have few cases, but together they represent a significant social problem. Further research
is needed for effective and targeted treatments
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Abreviaturas

ADNn ADN nuclear
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ARNt ARN de transferencia

AR Autosomica recesiva

OXPHOS Sistema de fosforilacién oxidativa
c Citocromo ¢

Q Ubiquinona

MMI Membrana mitocondrial interna
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Vi Ventriculo izquierdo

FE Fraccion de eyeccion

aa Aminodacidos
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Enfermedades mitocondriales: mutaciones en COX15

1. Objetivos

EI principal objetivo de este trabajo ha sido realizar una revisién sobre las enfermedades

mitocondriales, haciendo especial atencién a la mutacién en el gen COX15, con la ayuda de
una serie de casos clinicos especificos. Para lograr este objetivo, ha sido necesario revisar
estudios publicados sobre las mutaciones mitocondriales, revisar los seis casos descritos hasta
el momento, uno de ellos no publicado, presentar dicho caso y compararlo con los previos.

Otro objetivo ha sido investigar el grado de gravedad de cada mutacién y compararlo con el
grado de gravedad de cada fenotipo clinico, intentando establecer una relacién entre ambos
para poder aceptar la siguiente hipdtesis: los distintos tipos de mutaciones en el gen COX15
difieren en su grado de gravedad, y provocan un fenotipo clinico dependiente de dicho grado.

Por otro lado, también se ha querido dar importancia a este tipo de patologias “raras”, que
de forma individual cuentan con pocos casos, pero de manera global suponen un problema de
gran peso a nivel mundial. Hoy en dia no se conoce la etiologia exacta de una gran cantidad de
enfermedades mitocondriales, y esto resulta indispensable para comprender su fisiopatologia,
su evoluciéon y su prondstico. Por ello, otro de los objetivos ha sido resaltar la necesidad de
investigacion para lograr encontrar los mecanismos de accion y con ello encontrar
tratamientos eficaces, para poder dar esperanza a estos pacientes.

De forma resumida, los objetivos han sido:

- Senalar las enfermedades mitocondriales, y en especial las mutaciones en el gen COX15

- Describir la clinica de estos pacientes presentando un caso no publicado, vy
comparandolo con los 5 casos publicados hasta el momento que presentan mutaciones
en el mismo gen.

- Investigar y concluir si existe relaciéon entre los distintos tipos de mutaciones y el
fenotipo clinico, dependiendo de su gravedad.

- Remarcar la importancia de la necesidad de investigacién y tratamiento para estas
patologias.
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2. Introduccién

Descripcion, estructura, funcion y genoma mitocondrial

La mitocondria es un organulo propio de las células eucariotas, practicamente presente

en todos los organismos de este tipo (incluidos hongos, animales y plantas). Se trata de un
organulo convertidor de energia con una membrana especializada en la producciéon de ATP, lo
cual determina su funcién principal. Gracias a ellas, las células eucariotas no dependen de la
glucdlisis para formar energia, el cual supondria un proceso relativamente ineficiente (la
transformacién de glucosa a piruvato por glucdlisis libera menos del 10% de energia, y se
producen 2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa oxidada, mientras que la
mitocondria produce 30 ATP por cada molécula de glucosa, y ademas crea una energia muy
eficiente) W pero a parte de esta funcién primordial, la mitocondria participa en muchos otros
procesos tales como la produccién de calor, la apoptosis, el mantenimiento del calcio
intracelular (lo “secuestra” cuando su concentracion en el citoplasma es muy elevada),

creacion de especies reactivas de oxigeno (importantes como segundos mensajeros en la
sefializacion celular), la biosintesis del grupo hemo, la participacion en el ciclo de la urea, en la
beta-oxidacién de los acidos grasos, en rutas metabdlicas del ciclo de Krebs entre otras. (2.3)

Con forma de cilindro alargado, rigido, y el tamafo de una bacteria, la mitocondria es movil
y pldstica, cambiando constantemente de forma. Posee una distribucién y orientacidn tipicas
de cada tejido, asi, el niumero de estos

Ribosomas

Matriz mitocondrial organulos aparece en mayores
lembrana mitocondrial externa 3 , ,
/ Membrana mitocondrial interna  CONCENtraciones en las células del musculo
Espacio cardiaco, alrededor del flagelo de los
Intermembrana .

espermatozoides y cerca de otros lugares

donde se necesitan grandes cantidades de
ATP, lo cual explicard mds adelante algunas
manifestaciones clinicas derivadas de sus

mutaciones.

Figura 1: Morfologia de la mitocondria

La mitocondria estd formada por dos membranas, externa e interna, el espacio
intermembrana y por la matriz.

¢ La membrana externa contiene numerosas porinas por donde pasan las moléculas
de menos de 5000 daltons @ y cuenta con un transportador denominado TOM

(translocasa de membrana externa) ©.

e En contraposicidén, la membrana interna es impermeable (sobre todo a los iones,
por su composicion en fosfolipidos doble cadiolipina y acidos grasos) lo que permite
que el contenido de la matriz sea muy seleccionado.
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Es en cambio permeable frente a pequefias moléculas y enzimas mitocondriales,
gracias a las proteinas de transporte que también contiene esta membrana
(OXA1, TIM22 0 TIM23 &),

Observadas al microscopio electrénico, las mitocondrias se caracterizan por la gran
cantidad de membrana plasmatica que contienen, la cual proporciona el lugar
donde los procesos de transporte de electrones forman la mayor parte de ATP de
las células, gracias al acoplamiento quimiosmético: en esta membrana se encuentra
el sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHOS), ruta final que conduce a la sintesis
del ATP, formado por 5 complejos multienzimaticos. La membrana interna aumenta
su superficie formando repliegues dirigidos hacia la matriz denominados crestas. El
numero de estas depende del tipo celular donde se halle, aumentando la densidad
de las crestas segun sus necesidades de ATP (por ejemplo serd mayor en el musculo

cardiaco que en otras localizaciones, por ejemplo).
En la matriz mitocondrial hay numerosas enzimas, unas de ellas encargadas de
transformar el piruvato y los acidos grasos en acetil-CoA, y otras que oxidan el

acetil-CoA en el ciclo del 4cido citrico.

membrana mitocondrial externa ESta OXidaCién deja como principal

membrana mitocondrial interna

X

b ntradd
o) ek

MOLEC

ATP sintasa

¥ producto final al CO, que sera

H* H* HY ————= H

posteriormente eliminado como

: o producto de desecho de la célula, vy al
da sibctrones 3 H NADH (y FADH,), que constituyen la
A @_azm el — 0 principal fuente de electrones que seran
0, jaorfEl 2o transportados a través de la cadena

ciclo
de acido

respiratoria de la mitocondria.

ac ot ——N—
i Dicha cadena respiratoria bombea esta
: energia hacia el exterior de la matriz
acetil CoA
o XS ‘ generando un gradiente electroquimico
piruvato acidos grasos
de protones transmembrana. Al volver
los protones a la matriz, se libera energia
e T que impulsa la produccidn de ATP gracias
ULAS DE NUTRIENTES PROCEDENTES DEL CITOSOL a la ATP sintasa ()

Figura 2: Mecanismo de produccién de energia en las

Mitocondrias ™.

)

En todo este proceso intervienen tres complejos enzimaticos fundamentales y dos

transportadores méviles que completan el transporte electrénico, siendo la via del flujo de
electrones: NADH = complejo de la NADH deshidrogenasa o complejo | = ubiquinona o
coenzima Q, CoQ—> complejo citocromo b-c1 o complejo lll, ubiquinol = citocromo ¢ 2>

complejo de la citocromo oxidasa o complejo IV > 0, > H,0 3

(EI complejo Il recibe los electrones desde el FADH, y continda la misma via que el NADH

) (3)
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- i H* H*

ESPACIO
INTERMEMBRANA

citocromo ¢

membrana
mitocondrial
interna

2e¢”
MATRIZ

ubiquinona

2H* + 1/702

| B complejo complejo complejo

10 nm NADH citocromo citocromo
deshidrogenasa b-¢; oxidasa

Figura 3: La figura muestra el paso de electrones en la membrana interna mitocondrial. Podemos observar los tres

complejos enzimaticos respiratorios que bombean protones y los intermediarios de estos complejos que actian
. . . N 1
como transportadores moviles (ubiquinona y citocromo c) @,

Espacio intermembrana

MMI
FADH, FAD
NADH NAD+ FADHZ ADP ATP
Matriz mitocondrial
Figura 4: Sistema OXPHOS. Ndmero |, II, lll, IV y V corresponden a los 5 complejos enziméticos de este sistema.

NADH y FADH, son coenzimas reducidos procedentes de nutrientes de células, que ceden sus electrones a la cadena

respiratoria (complejo | y Il respectivamente) creando un gradiente electroquimico y por consecuente energia, que
sera empleada por el complejo V para producir el ATP 8
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Para la biosintesis de la mitocondria coexisten

\ dos sistemas genéticos diferentes: el de la
NUCLEO CITOSOL
propia mitocondria y el del nucleo de la célula.

| qgm,,,, RNA
L ‘ La gran mayoria de las proteinas mitocondriales
' %\\-—) sl A0 2Y estdn codificadas por genes especiales del ADN
j; — ¥7\‘”““”““’ nuclear - ADNn (son sintetizadas por los
g i ribosomas citosdlicos y transportadas a la

MITOCONDRIA

O CLOROPLASTO proteina

/,,,,
importada

, mitocondria desde el citosol).
[
f DNA del i i i

| raano = a — B e

Pero, también hay proteinas codificadas por el
ADN del propio organulo, ADN mitocondrial -
P PR v s T = P S ADNmt (estan sintetizadas por los ribosomas de

la mitocondria).

Figura 5: Esquema de los dos genomas que

codifican la mitocondria: ADNn y ADNmt @

De este modo, la mitocondria depende tanto de su propio ADNmt como del ADNn que
codifica proteinas encargadas del mantenimiento del sistema genético mitocondrial, y es por
ello que las enfermedades mitocondriales presentan un patrdn tan inespecifico con un amplio
espectro clinico y fenotipico, pudiendo ir desde mutaciones asintomaticas hasta
enfermedades incapacitantes y mortales para el paciente.

En el sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) comentado previamente, se encuentra el
ADN mitocondrial (ANDmt) formado por 16569 pares de bases que contienen informacién
para 37 genes: 2 de ellos ARN ribosdmico (ARNr), 22 ARN de transferencia (ARNt), y 13
cadenas polipeptidicas diferentes que forman parte del sistema OXPHOS (7 del complejo I, 1
del complejo 1ll, 3 del complejo IV o citocromo c oxidasa y 2 ATP sintasa). EL resto de
complejos y componente de la mitocondria estan regulados por ADN nuclear.

En general, las alteraciones en cualquier ruta metabdlica mitocondrial dan lugar a patologias
relacionadas con este organulo celular: son las denominadas patologias mitocondriales.

Existen diferencias entre estos dos tipos de ADN: los genes del ADN mitocondrial estdn
dispuestos unos a continuacidon de los otros sin nucledtidos ni intrones intermedios, y por
tanto, al encontrarse proximo a la membrana interna mitocondrial y no estar protegido por
histionas, quedan expuestos a un mayor nimero de mutaciones que el ADNn, debido ademas
a la alta produccion de radicales de oxigeno de la mitocondria; estas mutaciones tienen que
superar un cierto umbral, distinto segln cada tejido corporal, para expresarse clinicamente.
Otra diferencia radica en el tipo de herencia, siendo la del ADN mitocondrial exclusivamente

materna, y la del ADNn mendeliana @
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O
PR

O
PPi

ADNmt 7 0 1 3 2

ADNn 37 4 10 11 14

Figura 6: Sistema de fosforilacién oxidativa, con sus cinco complejos y el paso de electrones 19 En la parte

. . " . ope 2
inferior vemos el nimero de subunidades que codifica cada genoma @

El Citocromo C oxidasa (COX) o complejo IV es un componente de la cadena terminal
respiratoria celular, encargado de catalizar la transferencia de electrones en la reduccion del
Citocromo c¢ a oxigeno. Consta de 3 subunidades cataliticas codificados por genes
mitocondriales (COXI, COXIl y COXIl), el resto de sus subunidades estructurales estan
codificadas por genes nucleares.

- Corplex IV

dase
Cytochrorae ¢ oxidase 28 +

O
1202 2H+ H0

Figura 7: Complejo IV localizado en la membrana interna mitocondrial. Formado por 13 proteinas, 2 grupos
protéticos citocromos hemos —a y hemo —a3 y 2 centros de cobre CuA y CuB. Tiene funciéon de catalizar la oxidacién
del citocromo reduciendo el O, a H,0 (9,
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El COX15 es un gen perteneciente al grupo COX, regulado por ADNN, es por ello que este
trabajo se centra en las enfermedades mitocondriales causadas por mutaciones en el ADNn
cuya funcion tiene implicaciones en la mitocondria y cuya herencia sigue un patrén
mendeliano, siendo la mutacion del COX15 de herencia autosémica recesiva “.
Las mutaciones en este tipo de genes siguen unos mecanismos que contindan siendo
practicamente desconocidos hoy en dia, habiéndose identificado relativamente pocas
mutaciones de este tipo. Es ahora cuando se empieza a conocer el papel de ciertas
alteraciones genéticas y sus consecuencias en la mitocondria. Este gen se explicara mas

adelante junto con el grupo COX.

IM

Por todo ello, a la hora de clasificar una enfermedad como “mitocondrial”, existen unos
criterios de seleccidon que deben usarse con cierta laxitud, pues es dificil cumplirlos todos y no
por ello dejan de formar parte de este tipo de patologias. Debemos sospechar una
enfermedad mitocondrial ante un paciente con una asociacion de sintomas bastante
inexplicable, de curso rapido y progresivo e implicacion de varios érganos no relacionados
entre si. Para llegar al diagndstico de una enfermedad mitocondrial se requieren muchos
recursos médicos, tanto de laboratorio como de diferentes especialidades, es necesario por

tanto un abordaje multi e interdisciplinar.
A nivel material, se necesita una gran cantidad de determinaciones:

e Anadlisis sanguineos que nos orienten hacia este tipo de patologias, generalmente
por un aumento caracteristico en el nifio del acido lactico tanto en plasma como
en el LCR.

e Anatomia patoldgica donde se suele apreciar un aumento en el niumero de
mitocondrias anormales en la zona subsarcolémica y la presencia de fibras rojo-
rasgadas en las biopsias musculares y en muchas ocasiones fibras COX negativas.

e Determinaciones bioquimicas y medicion del nivel de consumo de oxigeno en una
muestra en fresco o la medicidn de la actividad de enzimas respiratorias

e Estudios de ensamblajes de OXPHOS por medio de electroforesis

e Genética molecular con amplificacion del ADN mediante PCR y la hibridacion
Southern, entre otros.

A nivel de personal sanitario, es necesaria una colaboracién entre multiples
especialistas para brindarle al paciente los mejores cuidados posibles, debido a que
actualmente el tratamiento sintomdtico es el uUnico posible, ya que los mecanismos
fisiopatoldgicos de estas mutaciones contindan siendo desconocidos.

Estas enfermedades, aunque de forma individual cuenten con pocos casos, de manera
global son las mas comunes de los errores congénitos del metabolismo, constituyendo asi un
problema social y sanitario importante ?.
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3. Material y métodos

Numero de articulos encontrados: Utilizando la base de datos Pubmed e introduciendo las

palabras: “Cytochrome c oxidase” se encuentran 23190 resultados, “Leigh syndrome” se
encuentran 2205 resultados, “COX15 mutation” se encuentran 19 resultados, “Leigh syndrome
COX15” se encuentran 8 resultados. Usando la base de datos OMIM y escribiendo las palabras
“COX15” encontramos 9 resultados. Puesto que este trabajo es de tipo descriptivo, de todos
estos resultados mencionados se han seleccionado una pequefia cantidad de estudios.

Numero de revisiones realizadas: El trabajo se ha basado principalmente en los casos

publicados sobre pacientes que sufren mutaciones en COX15, son 5 articulos que en este
trabajo nombraremos como: caso de Antonicka, caso de Oquendo, caso de Buigiani, caso de
Alphadel y caso de Miryounesi en referencia a sus autores. Ademas, se han revisado los
informes de un nuevo paciente con el mismo diagndstico, 11 articulos de la base de datos
Pubmed, 1 de la base de datos OMIM, 2 trabajos de investigacion (tesis doctoral y trabajo de
fin de master), y 3 libros, de medicina interna, biologia y pediatria respectivamente.

Criterios de seleccidon y método de recogida de datos: Los articulos y trabajos seleccionados se

han hecho en base a su relacidon con el tema de estudio de este trabajo y a su actualidad: 5
articulos proporcionados por el tutor que a su vez se encuentran publicado en la base de datos
Pubmed (afios 2003, 2004, 2005, 2010 y 2016), revisién de un caso no publicado mediante dos
informes médicos pertenecientes a la Unidad de Enfermedades raras pediatricas de Madrid y
la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de Errores Congénitos del Metabolismo de Santiago de
Compostela proporcionados por el tutor, 7 articulos encontrados en la base de datos Pubmed
(el mas antiguo del afio 2003, los mdas novedosos del 2016), revision de una tesis doctoral
sobre mutaciones en COX de 2012, revisién de un trabajo de fin de mdster sobre la terapia
genética en las enfermedades mitocondriales de 2013, revision de un libro de biologia
descriptivo de la célula, de un libro de medicina interna y de un libro de pediatria,
investigacién en paginas de bioquimica online (OMIM) para localizar y describir las distintas
mutaciones.

Instrumentos utilizados para el andlisis de datos: base de datos Pubmed, base de datos

bioguimicos OMIM, libro de texto (La Célula, Medicina Interna Farreras, Manual de pediatria),
informes proporcionados por el tutor de paciente real, tesis doctoral y trabajo fin de master.

Resultados obtenidos:

- Informacidon muy actualizada sobre el tema en estudio (toda la informacién gira en
torno al afio 2010, siendo la mas antigua de 2003 y las mas novedosas del afio 2016).

- Se trata de un tema que esta de plena actualidad para la investigacion pues falta
todavia muchos datos por descubrir (tanto fisiopatoldgicos como terapéuticos).

- Pocos casos descritos hasta el momento sobre mutaciones en el gen COX15. Se espera
un incremento de estos casos en los proximos afios por el aumento de investigaciones y
nuevas técnicas.
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4. Resultados

4.1. Complejo IV: Citocromo C oxidasa

Descripcion, estructura y funcion del grupo COX

EI grupo COX o complejo IV de la cadena respiratoria, que, como previamente ha sido

mencionado, es una enzima terminal multiheteromérica en dicha cadena que cataliza la
reduccion de citocromo C al oxigeno y cede los electrones para generar H,0. El transporte de
electrones lleva asociado un bombeo de protones que contribuye de esta forma al gradiente
electroquimico a través de la membrana interna y por tanto a la produccién del ATP. Dentro de
este complejo, encontramos multiples mutaciones con fenotipos y heterogeneidad genética
pues sus alteraciones forman parte del grupo de mutaciones mitocondriales ©.

EL COX es activo en forma de dimero (dos mondmeros conectados entre si por una
molécula de cardiolipina) y necesita una estructura especifica con varios grupos prostéticos
para realizar su funcién, de este modo esta compuesto por:

e Magnesioy zinc

e Dos grupos hemo (ay a3)

e Dos centros de cobre (Cu,y Cuy)
e 13 subunidades de las cuales:

o 10 dependen de ADN nuclear: COX4, COX5a, COX5b, COX6a, COX6b,
COX6c, COX7a, COX7b, COX7c y COX8. Regulan la actividad y estabilidad
del complejo, y sus mutaciones dan mas de 20 fenotipos clinicos
diferentes. Son sintetizadas por los ribosomas citosdlicos y transportadas a
la mitocondria desde el citosol, incorporandose a esta por medio de las
translocasas de la membrana interna (Tim) y externa (Tom)."->Y®

o Otras 3 subunidades dependientes de ADNmt: COX1, COX2 y COX3.
Forman el centro catalitico del enzima. De igual forma, mutaciones en
estas 3 subunidades dan mas de 20 fenotipos clinicos diferentes ©¥®.

Para ensamblar todas estas subunidades y formar el holoenzima maduro, es necesaria la
accién de mdltiples proteinas accesorias (factores de ensamblaje) ®'. El ensamblaje del COX es
un proceso lineal caracterizado por una incorporacion de las subunidades con un orden
establecido.

De forma resumida, este proceso cuenta con tres subcomplejos (S1, S2 y S3) y se
caracteriza por la siguiente secuencia: COX = se incorpora en la membrana mitocondrial
interna = forma el subcomplejo S1-> el sucomplejo S1 se une al hemo a + hemo a3 + CuA +
COX4 y COX 5a = forma el subcomplejo S2 = el subcomplejo S2 se une a COX 2 + CuA 2>
incorporacion rapida de proteinas = se forma el subcomplejo S3 = el subcomplejo S3 se une
a COX6a, COX6b, COX 7a 6 COX7b = se forma el S4 (es una holoenzima monomérica, inactiva)
- dimerizacién de COX - COX activo .
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Figura 8: Ensamblaje del grupo COX mediante la formacién de subcomplejos. Desde la incorporacién del COX en la

MMI hasta su activacién en forma de dimero .

Los defectos en este grupo de enzimas se han identificado en genes que codifican proteinas
que juegan un papel en el ensamblaje del COX, es decir, mutaciones de los factores de
ensamblaje del complejo IV como SURF1, SCO1 o SCO2 (forman el centro del cobre del COX2),
COX10, COX17, COX15, en factores de traduccién como el TACO1 u otros genes como LRPPRC,
TK-2, COX6B1, FASTKD2, MTCO1, MTCO2 o MTCOS & & 7 pero la que nos interesa para el
desarrollo de este trabajo es la mutacion en el gen COX15. El complejo IV puede bloquearse y
por tanto disminuir su expresion y acumular intermediarios de estos procesos si aparecen
defectos en cualquiera de estas proteinas mencionadas 8

De forma general, estas mutaciones en el COX son una de las causas mas frecuentes de
defectos en la cadena respiratoria humana vy, al existir tantas alteraciones posibles, los
fenotipos clinicos van a ser muy variados . Esta diversidad clinica se debe a la gran cantidad
de factores que interactlan en estos sistemas, de forma que segun cual se vea afectado y
ddénde se afecte, tendremos una clinica u otra.

Por otro lado, los pacientes diagnosticados de mutaciones de este tipo presenten algunas
similitudes en su expresién clinica. Un ejemplo es que muchos de ellos tienen principalmente
afectado el musculo esquelético, esto se debe a la mayor necesidad de ATP de este sistema,
por tanto mayor concentracion de mitocondrias, en estos casos anormales, y finalmente
sintomatologia a este nivel. A pesar de todo esto, no es una tarea sencilla correlacionar la
presentacion clinica con la distribucién de la mutacién.

Adentrandonos en el dmbito medico, destacar que, sin la intervencién humana y por
motivos que desconocemos, algunos de estos pacientes han experimentado una regresion de
su enfermedad y su prondstico de vida ha superado lo esperado (un caso continta con vida
con 16 afios y menos sintomas que durante su infancia, otros dos contintda vivos con 2y 7
afios). Mas tarde se comentaran estos casos. Pero todavia no disponemos de ningln
tratamiento efectivo, pues la mayoria de mecanismos de produccidn de estas mutaciones se
escapan al conocimiento humano y quedan por descubrir muchos factores que intervienen en
el ensamblaje y la biogénesis del complejo IV.
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Por todo esto, un objetivo importante de la investigacion consiste en conseguir, a través
de los nuevos conocimientos genéticos que se van obteniendo, dar una esperanza futura con

los tratamientos a estos pacientes. ©)

4.2. COX15
4.2.1: Descripcion y funcion de COX15

El COX15 es una enzima que participa en la biosintesis del complejo 1V, regulado por ADNn
y localizado por tanto en la membrana interna de la mitocondria. Forma el grupo prostético
del COX a través de la sintesis del grupo hemo A a partir del hemo O (este a su vez sintetizado
a partir del hemo B). Se han descubierto dos variantes de este gen con diferente C-terminal,
pero su funcién se mantiene desconocida: COX15.1y COX15.2. #¥®

Se ha localizado este gen en el cromosoma 10 (10g24.2). ®

LD S B F T CSRE) SR OB O CERTRNON DU BN

Figura 9: Localizacién del gen COX15 (marcada con raya roja) en el brazo largo del cromosoma 10, posicién
24.2, localizacién chr 10: 99,696,128-99,732,665

La sintesis del grupo hemo A se produce en la mitocondria de la siguiente manera: grupo
vinilo del carbono C-2 (anillo pirrélico) del hemo B—> farnesilacién por farnesiltransferasa
(hemo A) codificada por COX10p - hemo O - grupo metilo del Carbono C-8 del hemo O -
oxidacion a aldehido por COX15p (y otras dos proteinas de la membrana mitocondrial:
ferredoxin y ferredoxin oxidasa) > hemo A ©¥?).

Heme b

HOOC COCH

Farnesylation Formylation

Figura 10: Biosintesis del grupo hemo A. Transformacién de hemo B a hemo A a través de dos mediadores:
hemo O sintetasa (HOS, catalizado por COX10) y hemos A sintetasa (HAS, catalizado a su vez por COX15) ©

Delecciones en este gen producen por lo tanto niveles indetectables de hemo A,
manteniéndose los niveles de hemo O, pues COX15 no interviene en la sintesis de este ultimo.
En cambio, mutaciones en el COX10 provocardn niveles indetectables de ambos hemo. Si los
niveles de hemo A se alteran, esto influird a su vez en el ensamblaje y la actividad del
complejo COX ©.
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Estudios sobre mutaciones en COX15 han demostrado una clinica muy grave en los
pacientes que la padecen: cardiomiopatias hipertroéficas, asociacién con el sindrome de Leigh
etc. Los casos publicados sobre pacientes de este tipo son 5. Otro paciente ha sido estudiado
por una mutacion de este tipo, y es el caso que se va a presentar en este trabajo, caso no
publicado todavia.

4.2.2: Mutaciones en COX15

Recopilando la informacién descrita en los 5 casos publicados sobre mutaciones en el
COX15 e incluyendo el caso clinico central de este trabajo (explicados mas adelante), podemos
concluir que todos ellos guardan similitudes en cuanto a la clinica que presentan. De este
modo, los tejidos cominmente afectados son aquellos donde abundan las mitocondrias por
ser los que mas necesidades energéticas requieren: corazén, higado, los rifiones y los
musculos. Es frecuente la presentacion de encefalopatia no especifica, acidosis lactica,
hipotonia, regresién motora, problemas de succién y alimentacion, irritabilidad y la falta de
reactividad frente a estimulos externos. Llegar al diagndstico de esta entidad no es sencillo, y
lo normal es pensar en ella cuando se han descartado otras patologias mucho mas frecuentes
en la poblacion general. Tendremos por tanto que plantearnos algunos diagndsticos
diferenciales ante estos sintomas tan inespecificos:

Ante un recién nacido con hipotonia, deben plantearse las posibles etiologias de ese estado
y comenzar los estudios indicados (de laboratorio, de neuroimagen, electrofisiologia, biopsias
musculares y anatomia patoldgica etc.) y los posibles diagndsticos diferenciales. Puede ser
consecuencia tanto de procesos leves (hipotonias transitorias por el paso transplacentario de
anestésicos) como de enfermedades mortales (mutaciones en COX15). A pesar de todos los
estudios y pruebas que se realizan a estos nifios, es bastante frecuente no lograr el diagndstico
concreto de la hipotonia.

El tono muscular se evalia al nacimiento con el test de Apgar (activo, cierta flexion o laxo) en
los minutos 1, 5, 10, 15 y 20 y mas tarde en la exploracion general del nifio, siendo su actitud
fisiolégica la de movimientos incontrolados de las extremidades y manos, sonrisa involuntaria,
giros de cabeza, mioclonias de mandibula y pies y existencia de reflejos arcaicos (reflejos del
moro del sobresalto, de presion plantar y palmar, de succién, de incurvacion del tronco, de
ténico del cuello, del paracaidas y de la marcha). Teniendo en cuenta que existe una hipotonia
transitoria para que el feto pueda atravesar el canal del parto y un estado hipotdnico si los
recién nacidos son prematuros, el resto de hipotonias van a llamar la atencion gracias a estas
evaluaciones neonatales, e indican, la mayoria de las veces, algun tipo de trastorno funcional o
neurolégico.

Los errores innatos del metabolismo puede expresarse como una hipotonia generalizada
Unicamente, hay que incluirlos en la lista de posibles causas. Ademds de los trastornos
metabdlicos, hay que pensar en: hemorragia parenquimatosa hemisférica, encefalopatias
hipdxico-isquémica, sepsis, alteraciones de las motoneuronas (atrofia musculoesquelética tipo
|, paralisis cerebral infantil etc.), leucodistrofia metacromatica (sulfatidosis), enfermedades
peroxisomales, fenilcetonuria (aminoacidopatias), acidurias organicas (acidurias glutaricas tipo
Iy Il), miopatias congénitas etc.

12
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Las metabolopatias, como en nuestro caso, suelen aparecer sobre los 3 0 4 meses de vida
extrauterina siendo poco expresivas en el periodo neonatal, y se suelen manifestar como
imposibilidad del sostén cefalico ™.

Conforme evoluciona la clinica de estos pacientes y comienzan los estudios, la mayoria
desarrollan un aumento del acido lactico, dato caracteristico en las mutaciones de este tipo.
Ante este hallazgo, cabe realizar un diagndstico diferencial entre las posibles causas de acidosis
l[actica al nacimiento.

El acido lactico es resultante del metabolismo de la glucosa y se degrada al oxidarse como
acido pirdvico de nuevo. En el catabolismo de este sustrato, el acido pirdvico debe introducirse
en la mitocondria y en ella, o bien se degrada a CO, y H,0 o interviene en la sintesis de grasas,
o bien deriva hacia la gluconeogénesis e interfiere con el NADH (piruvato + NADH + H+ 2>

lactacto + NAD). Por tanto, el acido lactico esta totalmente relacionado con la mitocondria y
con su principal funcién, y por ello alteraciones en esta ultima implicardn cambios en el

sustrato, siendo comun encontrarlo elevado.

El 4cido lactico puede acumularse en sangre y producir acidosis lactica por diversos procesos:
por un aumento de su sintesis, por problemas en su utilizacién, por defectos de su
metabolismo, por interacciones medicamentosas, por ciertas patologias etc. Estos incrementos
y descensos del acido van a estar regulados por un feedback positivo y negativo: la acidosis
sistémica hara que descienda, y la alcalosis hara que aumente, con el fin de mantener un pH
dentro de los rangos normales. El lactato es producido en distintas partes del cuerpo (piel,
cerebro, hematies, musculo) y metabolizado por higado principalmente, y por rifidn. Las
distintas causas de acidosis lactica que hay que tener en cuenta en los pacientes que la
presentan son:

- Hipoxia tisular: al provocar una alteracién a nivel de la mitocondria, causa un aumento
del piruvato en el citoplasma de la célula, ya que ahora la energia de esta dependera
principalmente de la glucdlisis en vez de la mitocondria, y necesitard mas sustrato para
producirla (aumenta la sintesis de piruvato y se inhibe su uso en la mitocondria).
Estados hipoxémicos en estos pacientes podrian deberse a un shock, asfixia, anemias
intensas entre otros.

- Farmacos: se debe hacer una anamnesis completa interrogando a la madre por el uso
de medicamentos durante la gestacién, asi como la toma de estos por parte del nifio.
Pueden producir acidosis lactica el alcohol, ciertos antidiabéticos orales como la
metformina, la fructosa, los salicilatos etc.

- Patologias: iniciar el estudio de enfermedades como la diabetes mellitus |,
insuficiencias hepaticas o renales (disminuyen el metabolismo del lactato), sepsis,
leucemia, tumores sdlidos, ferropenia, pancreatitis, sindrome del intestino corto o,
como es nuestro caso, patologias relaciones con errores congénitos del metabolismo.

- Espontanea

- Congénita: deficits de la glucosa — 6- fosfatasa o enfermedad de von Gierke, de la
fructosa — bifosfatasa, del piruvato — carboxilasa o del piruvato — deshidrogenasa.

13
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La acidosis lactica tiene consecuencias a nivel cardiaco, pues disminuye la contractilidad del
miocardio y en consecuencia el gasto cardiaco, afecta también a la respiracion provocando
una hiperventilacidon y respiracién de Kussmaul, y al SNC provocando cefaleas, confusion y
pudiendo llegar hasta el coma aunque, todas estas alteraciones no se evidencian
practicamente en la clinica de nuestros pacientes **.

En el sexto caso presentado en este trabajo llama la atencién la ausencia de acidosis lactica.
En cambio, presenta una elevada bilirrubina (10.0 mg/dL) y en consecuencia ictericia. La
hiperbilirrubinemia es el resultado de un desequilibrio entre la produccién y la capacidad de
excrecion de la bilirrubina. Las posibles causas de esta alteracién son: la hemdlisis, el déficit de
su transporte, de su captacidn, de su excrecidn, de la glucuronoconjugacién, la colestasis
intrahepatica, la colestasis mecdanica y la reabsorcion intestinal. Los cuadros clinicos que puede
producir esta situacidon tienen un amplio espectro de gravedad, pudiendo ser desde
fisioldgicas, pasando por disfunciones hepaticas por inmadurez e infecciones virales, hasta

mutaciones en genes mitocondriales, como seria nuestro caso *?.

4.2.3: Sindrome de Leigh

El sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa multietioldgica con una amplio
espectro clinico, que afecta a 1 de cada 40.000 nacidos vivos. Mutaciones en el gen COX15 la
pueden producir, del mismo modo que mutaciones en el COX10, SCO1, SCO2, TH-2 (es decir,
en cualquier gen necesario para la sintesis del COX), asi como alteraciones del piruvato
deshidrogenasa, del complejo | y del ATP sintetasa, aunque la principal mutacidn descrita en
este patologia es la del SURF1.

Hoy en dia se han identificado 75 genes, codificados tanto por ADNn como por ADNmt,
relacionados con esta patologia. Cuatro de los seis casos que se presentan en este trabajo

estan diagnosticados de esta enfermedad " 16,
Phenotype-Gene Relationships
Location Phenotype Phenotype Inheritance Phenotype  Gene/Locus Gene/Locus
MIM number (in progressr  mapping key MIM number

2q35 Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 BCSIL 603647
2g37.3  7Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 NDUFA1D 603835
5pl5.33 Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 SDHA 600857
59112  Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 NDUF54 602694
59121  Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 NDUFAF2 609633
53313  Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 256000 AR NI 3 NDUFAZ 602137
8g221 Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 256000 AR NI 3 MNDUFAFe 612392
9g342 Leigh syndrome due to COX TV deficiency 256000 AR WG 3 SIUIEEL 185620

:N 100242 Leigh syndrome due to cytochrome c oxidase deficiency 256000 AR NI 3 COX15 603646
11pll2  Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 256000 AR N 3 NDUFS3 603846
119132 Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 256000 AR NI 3 NDUFS8 602141
11q242 Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 236000 AR, Mi 3 FOXRED1 613622
12p1332 Leigh syndrome due to mitochondrial complex I deficiency 256000 AR NI 3 NDUFA% 603834
1222 Leigh syndrome due to mitochondrial complex 1 deficiency 256000 AR NI 3 NDUFAl2 614530
17p12 Leigh syndrome due to mitochondrial COX4 deficiency 256000 AR, Mi 3 COX10 602125
19p13.3 Leigh syndrome 256000 AR, Mi 3 NDUFS? 601825

Figura 11: Tabla de diversos genes causantes de Sindrome de Leigh, entre los que se incluye la mutacién en

COX15. Todos ellos tienen una herencia autosémica recesiva y mitocondrial. ®

14



Enfermedades mitocondriales: mutaciones en COX15

Esta enfermedad consiste en una encefalomielopatia necrética subaguda que provoca
sintomas muy variados. Puesto que las posibles lesiones son muy distintas (desmielinizacidn,
gliosis, necrosis, espongiosis y proliferaciones capilares), los sintomas resultantes van a ser

muy diferentes, desde hipotonias leves hasta regresiones motoras y neuroldgicas ®y13) o5

afectados suelen morir por fallo respiratorio **.

El diagnéstico se establece cuando se objetivan lesiones vasculonecroéticas bilaterales y
simétricas en los ganglios de la base, el tdlamo, troncoencéfalo, y cerebelo @3) Junto a estas
lesiones es frecuente encontrar anomalias en la médula ésea, en diferentes partes del cerebro,
y en los nervios éptico y periféricos. Toda esta variabilidad clinica complica el diagndstico, pero
las nuevas tecnologias de secuenciacion genética comienzan a facilitar esta tarea 1) En el 50%
de estos pacientes se logra identificar una mutacién genética.

Es primordial, para poder abordar el problema de estos pacientes, un diagndstico genético
precoz. En algunos de ellos se ha visto una regresion de los sintomas, hecho que da esperanza

para la busqueda y el futuro de estos pacientes (un ejemplo de esto es el caso de Buigiani (14,
15)

Figura 12: RMN de paciente diagnosticado de Sindrome de Leigh. Presenta lesiones bilaterales y simétricas en el

putamen, pedunculos cerebrales y alrededor del acueducto 3,
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4.3. Caso clinico

Ante un paciente con una asociacién de sintomas bastante inexplicable, de curso rapido y
progresivo e implicacién de varios érganos no relacionados entre si, y después de haber
descartado ciertas patologias, debemos sospechar una enfermedad mitocondrial. Esto es lo
que sucede con este caso clinico, en el que el paciente, tras una gestacién y parto totalmente
dentro de los limites de la normalidad, comienza a presentar sintomas confusos: hipotonia
central, irritabilidad, poca reactividad (no risa ni sonrisa, no sustos etc.). El cuadro va
progresando rapidamente y condiciona una regresion neuroldgica a los 5 meses de edad,
teniendo el paciente afio y dos meses. Ante toda esta evolucion, se inicia un estudio profundo
sobre este nifio, que incluye biopsias musculares, analisis genéticos y multiples interconsultas
entre especialistas para abordar el problema de forma integral. El caso consiste en:

Paciente: X
Sexo: vardn

Fecha de nacimiento: 02/06/2014. Actualmente tiene 24 meses (2 afios).

Alergias: no alergias medicamentosas conocidas hasta la fecha.

Antecedentes personales: padres sanos, no consanguineos, no enfermedades neuroldgicas.

Antecedentes personales: Hematoma en primer trimestre de gestacion, resto de embarazo

normal y controlado, parto vaginal, a término y eupneico con una edad gestacional de 40 + 5
semanas. Periodo neonatal normal. Peso al nacimiento: 3,390 g (percentil 50).
Screening auditivo normal. Potenciales evocados motores normales.

Percentiles (Nacimiento a 2 afios)

1aho
Edad (en meses y afios cumplidos)

Patrones de crecimiento infantil de la OMS

Figura 13: curva de percentiles de peso desde el nacimiento hasta los dos afios, en sexo masculino (OMS). El

punto rojo corresponde al percentil de nuestro paciente al nacimiento: percentil 50.
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Caracteristicas clinicas: Nuestro paciente presenta una serie de sintomas muy inespecificos y
cercanos al nacimiento. Llama la atencién su estado de hipotonia central, asi como la
irritabilidad y falta de reactividad.

Conforme evoluciona la clinica de nuestro paciente y comienzan los estudios, desarrolla un
aumento del acido lactico, dato caracteristico y comun en las mutaciones de este tipo. Ante
este hallazgo, cabe realizar un diagndstico diferencial entre las posibles causas de acidosis
l[actica al nacimiento.

Nuestro paciente es estudiado en varios departamentos, como en la unidad de Enfermedades
raras pediatricas de Madrid, en la unidad de Diagndstico y Tratamiento de Errores Congénitos
del Metabolismo de Santiago de Compostela, y en seguimiento por multiples especialistas
médicos.

Diagndstico: Enfermedad mitocondrial por mutaciéon en gen COX15.

Inicio de la enfermedad: la patologia empieza a manifestarse con sintomas poco especifico,

dificultando asi su clasificacién en ninguna enfermedad: hipotonia central, irritabilidad, poca
reactividad (no risa ni sonrisa, no sustos etc.)

Enfermedad: Contamos con dos informes distintos que nos relatan la evoluciéon del paciente. El
primer informe proviene de la Unidad de Enfermedades raras pediatricas de Madrid, y el
segundo de la Unidad de Diagndstico y Tratamiento de Errores Congénitos del Metabolismo de
Santiago de Compostela. A continuacion, el resumen de estos dos informes:

Informe 24/03/2015: Informe del departamento de enfermedades raras de pediatria,
Madrid.

Edad actual: 9 meses.

Motivo de consulta: encefalopatia con acidosis lactica.

Exploracidn fisica: talla de 67 cm (- 2,8 DE seglin OMS y consenso 2010), peso de 6,8 kg (- 2,3
DE segun OMS, - 2,5 DE segun consenso 2010), IMC de 15,15 kg/m2 (-1,3 DE segun OMS, - 1,4
DE segln consenso 2010), superficie corporal de 0,36 m?, perimetro cefélico de 43 cm (- 1,9 DE
seglin OMS) por tanto microcefalia.

Percentiles (Nacimiento a 2 afos) Percentiles (Nacimiento a 2 afios)

0 g
1afo
Edad (en meses y afios cumplidos)
Patrones de crecmiento infantil de la OMS

1e80
Edad (en meses y afios cumplidos)
Patrones de crecimiento infantil de la OMS

Figuras 14 y 15: Graficas de los percentiles de talla y peso de nuestro paciente, ambos inferiores al percentil p3.
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Buen estado general, tranquilo, bien hidratado y perfundido. En ocasiones, estridor leve
intermitente, sin signos de dificultad respiratoria, y ruidos de vias aéreas superiores.
Auscultacidon cardiaca con tonos ritmicos, sin soplos. Auscultacién pulmonar con buena
entrada de aire bilateral y simétrica. Abdomen blando, no doloroso a la palpacién, sin masas ni
visceromegalias, peristaltismo conservado, sin signos de irritacién peritoneal. Fontanela
anterior normotensa. No dismorfias, no asimetrias. Sigue con la mirada. Reflejos
osteotendinosos presentes y simétricos. Hipotonia axial. No sostén cefalico. Tetraparesia.
Nistagmo menor que en anteriores exploraciones an
Tratamiento:

> Decorenone capsulas (50mg, 1 capsula/24h v.o): bibidecarerona (coenzima Q10).
Benzoquinona liposoluble presente en las células eucariotas, principalmente en la membrana
mitocondrial, implicado en el transporte de electrones, su funcién principal es la sintesis del
ATP en la cadena respiratoria. Es un antioxidante que sintetiza de forma enddgena el REP.
Indicado en la miopatia mitocondrial, déficit de coenzima Q y alteraciones metabdlicas del
miocardio en cardiopatia aguda y crénica.

> Riboflavina capsulas (50mg /8h por via oral): vitamina B12, hidrosoluble.

» Motilium (0,5 mg/kg/8h v.0): Domperidona. Procinético antagonista de la dopamina,
reduce la motilidad gastrica (antiemético). Pocos efectos extrapiramidales por tener baja
penetracion central.

> Benerva comprimidos (300mg, 1/24h): Tiamina (vitamina B1). Vitamina hidrosoluble
empleada en profilaxis y en tratamiento cuando existen estados carenciales.

> Carniror jarabe (1,2mL/12h por via oral): Es un derivado de aminoacidos, cofactor en el
metabolismo de acidos grasos: combinacion de lipidos, carbohidratos, proteinas, minerales y
vitaminas. Empleado en miocardiopatias por déficit de carnitina.

» Hidrato de cloral: accién sedante.

» Melamil gotas: melatonina. Es una hormona natural relacionada estructuralmente con
la serotonina. Interviene en la regulacién del ciclo circadiano del suefio y en la adaptacion al
ciclo luz-oscuridad, actuando sobre los receptores MT1, MT2, MT3. *®

Pruebas complementarias realizadas:

> Laboratorio: los datos que aparecen alterados son: lactato 6 mmol/L, la albimina
ligeramente elevada de 5,27g/dL (normal: 3.9-5), el anién GAP elevado de 26 (normal: 7-
16), bicarbonato descendido de 16,4 mmol/L (normal: 19-25), Calcio de 11,12 mg/dL
(normal: 8-10,5), pCO2 ligeramente elevado de 41mmHg (normal: 27-40), CK muy elevado
con una cifra de 315 U/L (normal: <94), glucosa de 119 (normal: 60-100),
metahemoglobina elevada de 0.8% (normal <0,3%), hemoglobina baja de 10,9 g/dL (lo
normal a los 9 meses es entre 11,4 y 14), plaquetas elevadas con una cifra de 464 000
(normal: 150 000-400 000).

Los valores alterados no siguen un patrén especifico de ninguna patologia, algunas de
ellas estan a penas alteradas y otras llaman mds la atencidn. Destacamos la elevacidon del
lactato, del CK (enzima especifica del musculo estriado) y las alteraciones a nivel del
aparato respiratorio.

» Pruebas realizadas sin hallazgos de interés: funcion renal normal, test rapido de VRS y
cultivo negativos, CDT normal, biotinidasa normal, estudio otorrinolaringoldgico que
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descarta patologia laringea estructural, radiografia de térax y ecografia abdominal y

biopsia de la piel sin hallazgos patolégicos.

> Citrato sintasa elevada, 356 mmol/min por mg (normal: 105-305)

» RMN cerebral: no anomalias significativas
> RMN un mes después:

Figura 16: Alteracién de la sefial en las secuencias
convencionales con hiperintensidad en tiempo de repeticién
largo, que afecta al dorso de la protuberancia y del mesencéfalo
y se extiende en el territorio periacueductal hasta los nucleos
mediales de ambos talamos. La lesidn es bilateral y simétrica. Se
corresponde con hipointensidad en la secuencia T1 y en la
secuencia de difusidn con restriccién, con bajo ADC.

En el estudio de espectroscopia, el dato mads significativo es un pequefio pico de

lactato dos que aparece en todos los voxeles, tanto del tejido encefalico aparentemente

normal como en los que presentan alteracién de la sefial. En el resto del estudio se

aprecia cierto grado de retraccion corticosubcortical supratentorial.

En conclusién, los hallazgos mas significativos son aquellos que afectan al dorso del

mesencéfalo, la protuberancia y los nucleos mediales de los talamos. Son lesiones

sugerentes, teniendo en cuenta el contexto clinico, de enfermedad mitocondrial

(sindrome de Leigh).

» Biopsia muscular:

a 4 tﬁ,
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)
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@

Figura 17: Microscopia electrénica de musculo estriado: musculo
esquelético con arquitectura conservada, sin engrosamiento
conectivo endomisial ni infiltracién por tejido adiposo. Las fibras
musculares muestran tamafios homogéneos, sin alteraciones
estructurales. No se observan infiltrados inflamatorios. El reparto por
tipos es normal.

No se evidencian depdsitos patoldgicos con la tincidn
PAS. Las enzimas oxidativas, fundamentalmente la COX, y
la tincion tricrémica de Gomori, muestran un refuerzo de
la trama intermiofibrilar.

La técnica para la enzima fosforilasa es normal.

En conclusion: musculo con cambios leves inespecificos. El ligero aumento de la citrato

sintasa sugiere leves signos de proliferacién mitocondrial.
» EEG: actividad de fondo normal durante la vigilia. Mala arquitectura de la actividad

durante las fases finales del suefio no REM. No se han observado anomalias focales ni

actividad epileptiforme.

> Estudio de ADNmt (minisec): negativos
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» Registro nocturno de pulsioximetria: saturacion basal media: 96,6%, minima saturacion
de 02: 69% (podria corresponder a artefacto). Se objetivan 24 desaturaciones entre 85-90%, 7
entre 80-85% y una por debajo de 80%.

» Estudio cardioldgico: Hipertrofia leve del ventriculo izquierdo no obstructiva. Funcién
sistélica normal.

» Estudio metabdlico: leve incremento de &cido lactico, aminoacidos en plasma
normales salvo ligero aumento de alanina.

Diagnéstico principal: Encefalopatia mitocondrial. Sindrome de Leigh.

Otros diagndsticos: Signos de proliferacién mitocondrial, afectacién de la visiéon y nistagmus,

apneas del sueiio por afectacién troncoencefilica, leve hipertrofia del ventriculo izquierdo no
obstructiva con funcidon sistdlica mantenida, acidosis lactica, acidosis metabdlica, estridor
laringeo intermitente y microcefalia.

Interconsultas solicitadas: oftalmologia, neuropediatria, cardiologia, nefrologia, neumologia,

otorrinolaringologia, genética, trabajadores sociales.

Recomendaciones: revisiones (analiticas sanguineas, gasometrias etc.), seguimiento por
(17)

neumologia y fisioterapia respiratoria.

Informe 07/08/2015: Informe de la Unidad de Diagndstico v Tratamiento de Errores
Congénitos del Metabolismo. Santiago de Compostela.

Edad actual: 14 meses (1 afio y 2 meses)

Motivo del estudio: sospecha diagndstica de Sindrome de Leigh y acidosis lactica. Se solicita
estudio del panel NMG_4.

Pruebas complementarias realizadas:

» Secuenciacién simultanea de las zonas codificantes (exones, incluyendo las zonas de
unién exén-intron) de los genes asociados a defectos en la fosforilacion oxidativa (panel
NMG_4) utilizando técnica de secuenciacién masiva consistente en un enriquecimiento por
hibridacién en solucién con un kit Sure Select XT de Agilent de disefio propio y secuenciacién
posterior en un secuenciador Miseq de Illumina. Este ensayo no cubre el 100% de las zonas
codificantes de estos genes debido a los problemas de enriquecimiento intrinsecos a este
método.

> Andlisis de la posible presencia de macrodeleciones e inserciones intragénicas con el
empleo de un programa de disefio propio enmarcado en un proyecto de investigacidon en
curso.

Resultado: Se detecta una variante c.C649T en homocigosis en el exén 5 del gen COX15 que
provoca el cambio de un aminoacido p.Arg217Trp.
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La alta calidad y cobertura de la variante hacen innecesaria la confirmacién con secuenciacion
clasica. Esta variante no aparece registrada en la base de datos del proyecto 1000 genoma,
pero si en la Single Nucleotide Polymorphism Database y en la Human Gene Mutatiob
Database asociada a patologia. No ha sido detectada en 200 cromosomas analizados en
nuestra poblacién

Genes examinados con este ensayo (ref: 0680193):

' —
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Figura 18: Genes examinados en el ensayo de secuenciacién con una cobertura >10 y por tanto de alta calidad y

mayor fiabilidad. Aparece mutacién en COX15 wn,

Conclusidon: implicacion altamente probable de la variante detectada en el gen cox15 con el
fenotipo clinico del paciente.

Recomendaciones: Estudio familiar de dicha variante *”".

Conclusién del caso:

Este paciente a los 9 meses presentd una mejoria, estando menos irritable, fijando mas la
mirada, comiendo mas rapido y sin dificultad para la deglucidn, bebiendo agua sin espesante y
asustdndose con los ruidos. Pero al afio de edad, sufrid una regresion neuroldgica a los 5
meses de edad y comenzd a presentar un nistagmo.

Presenta por tanto una evolucion rapida del curso de su enfermedad con sintomatologia
grave que interviene en su vida cotidiana.

Tras el andlisis de los informes y el desarrollo de la enfermedad, se puede concluir que
este paciente sufre una mutacion homocigética en el gen COX15 por un cambio del
aminodcido Arginina por Triptéfano y gracias a los hallazgos en las RMN se puede establecer el
diagnostico finalmente de Sindrome de Leigh.

Se van a comparar varios aspectos de este caso (forma de presentacién, curso de la

patologia, datos de laboratorio, datos de neuroimagen, diagndstico, prondstico etc.) con 5
casos ya descritos con mutacién en el mismo gen, para intentar sacar conclusiones.
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4.4. Comparacion de casos clinicos

CASO DE ANTONICKA: Hijo de matrimonio sano, no consanguineo. El pequefio de 5 hermanos
sanos por parte de madre. Poco después del nacimiento presenta hipoplasia hemifacial,
acidosis lactica, convulsiones e hipotonia. Muere a los 24 dias de vida por una hipertrofia
masiva biventricular a pesar de no presentar dilatacion ventricular en un ecocardiograma
realizado el dia 62 desde su nacimiento. En la biopsia cardiaca se aprecia un descenso de
miofibrillas y anomalias mitocondriales (morfoldgicas, disposiciéon de crestas y aumento de
densidad en matriz). Niveles de hemo A muy bajos. Se detectan dos mutaciones: un cambio de
arginina a triptéfano en el exén 5, y una deleccién en el intron 3 (C447- 3G) ©.

CASO DE OQUENDO: Paciente diagnosticado de sindrome de Leigh por una mutaciéon en el gen
COX15. Nino de 7 meses, con antecedentes gestacionales y neonatales normales, presenta
hipotonia. Su clinica progresa causandole espasticidad en extremidades superiores, dificultad
para la alimentacion, nistagmus horizontal. A los 15 meses sufre una regresién motora,
microcefalia progresiva y retinopatia. A los 2 afios y 10 meses presenta deposiciones
sanguinolentas y pérdida de peso, y fallece a los 4 afios de una neumonia. Destaca la acidosis
lactica en sangre y LCR, la RMN con lesiones tipicas del Sindrome de Leigh. Se descubre
mutacién en el exén 5 del COX15 por un cambio de arginina a triptéfano. Padres no
consanguineos, ambos heterocigotos para la mutacién (13

CASO DE BUIGIANI: Paciente diagnosticado de Sindrome de Leigh con una evolucidon atipica
pues progresa muy lentamente, continuando vivo a los 16 afos. Tercer hijo de matrimonio
sano, dos hermanas sanas. En sus primeros dias de vida presenta una pobre succién,
dificultades al alimentarse y al deglutir. A los 4 meses, severos retrasos psicomotores con
hipotonia, atrofia y debilidad muscular, temblor y movimientos oculares incoordinados. RMN a
los 18 meses muestra lesiones propias del Sindrome de Leigh. Acidosis lactica y piruvato
elevados en sangre y LCR. La clinica no progresa apenas a partir de los 4 afios y las alteraciones
analiticas se normalizan. A los 16 afos continuda vivo con funciones cognitivas preservadas. Se
descubren dos mutaciones en COX15 (503C = G en el exdn 4y 1081R = C en exdn 8) 19,

CASO DE ALPHADEL: Paciente sin antecedentes gestacionales de interés. Al nacimiento: Apgar
de 4-4-6, distrés respiratorio, pH 7,05, acidosis metabdlica (acidosis lactica) con encefalopatia.
Durante su desarrollo, presenta alteraciones neuroldgicas con posturas anormales,
microcefalia, hipotonia central, espasticidad en las extremidades y ausencia de reflejos
primarios. En ecocardiograma se objetiva una hipertrofia cardiaca con | FE. Tras decisién de
extubar, fallece a los 20 minutos. En la biopsia postmorten aparece un gran descenso del
complejo IV a nivel cardiaco. Al estudiar a los padres, ambos son portadores de la mutacién
(503C > G en el ex6n 4y 1081R = C en exén 8) .

CASO DE MIRYOUESI: Paciente sin antecedentes gestacionales de interés, parto por cesarea,
hija de primos hermanos, dos tios de sus padres fallecieron a los 4 y 3 afios, hermano muerto a
los 11 meses. Todo cursé con normalidad hasta los 3 afios, cuando comenzaron los sintomas
de hipotonia, convulsiones, ataxia y signos como ictericia. Actualmente, con 7 afos, presenta
microcefalia, temblor, distonias y bajo peso (p3). A diferencia de los anteriores, no presenta
acidosis lactica en sangre. RMN normal. Estudios demuestran una mutacion en el exén 4 del
COX15 (c.415>G) p.Leu139Val. Padres heterocigotos para la mutacion .
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CASO DEL TRABAJO ANTONICKA OQUENDO BUIGIANI ALAPHADEL MIRYOUNESI
GENERO Varén mujer varon varén mujer Mujer
- Padres sanos, no - Hijo de un matrimonio - Padres heterocigotos - Tercer hijo de un - Sin antecedentes - Padres primos hermanos
consanguineos, no sano, no para mutacién cC700T matrimonio sano gestacionales de interés - hermano muerto a los 11
enfermedades consanguinidad No consanguinidad - Hermano de dos - Primera hija de madre de meses
neuroldgicas, - Madre sana, 29 afios - Edad gestacional 41 nifias sanas 29 afios - Tios de sus padres muertos
- Hematomaen 1 - El pequefio de 5 semanas, peso 3,95 kg - Edad gestacional 41 - Edad gestacional: 38 alos 3y 4 afios
HISTORIA trimestre de hermanos sanos por - Periodo neonatal sano semanas semanas, peso: 2,500 kg - Gestacién normal
FAMILIAR gestacion parte de madre - Ambos padres son - Cesarea
- Edad gestacional: 40 + portadores de la mutacion - Periodo neonatal normal
5 semanas; peso
3,390 kg
- Periodo neonatal
normal
EDAD DE INICIO Al nacimiento Al nacimiento 7 meses 4 meses Inmediato al nacimiento 3 afios

FORMA DE
PRESENTACION

acidosis lactica,
hipotonia axial,
irritabilidad, poca
reactividad, problemas
deglucion

hipoplasia hemifacial,
acidosis lactica,
convulsiones e hipotonia

Hipotonia, espasticidad

de EEll, dificultades para

alimentacion, nistagmo
horizontal

Succién pobre,
dificultades
alimentacidn

Apgar de 4-4-6, distrés
respiratorio y pH 7,05,
acidosis metabdlica
(acidosis lactica) con
encefalopatia, distrés
respiratorio

Ictericia, hipotonia,
convulsiones, ataxia

EVOLUCION DE LA

Alos 9 m: menos
irritable, come mejor, se
asusta con ruidos,
periodos breves de
apnea, estridor leve
intermitente, hipotonia

Ecocardiograma 6d:
normal
Ecocardiograma
postmorten: hipertrofia
masiva biventricular

15m: regresion motora,
microcefalia progresiva,
retinopatia

2ay 10m: hemorragia
intestinal, J peso

4 m: hipotonia difusa,
atrofia y debilidad
muscular, temblores,
aumento de reflejos
tendinosos profundos,
movimientos oculares

Intubacidn y ventilacion
nada mas nacer,
cardiomiopatia hipertrdfica,
depresion neuroldgica,
posturas anormales,
hipotonia central,

3a: ictericia, hipotonia,
convulsiones, ataxia,
regresion neuroldgica.
7a: microcefalia,
imposibilidad para
sentarse y levantarse

incoordinados, pérdida espasticidad de EE, ausencia
ENFERMEDAD axial, no sostén cefalico, postura, distonias en EESS. de reflejos primitivos, sola, bajo peso, no
tetraparesia, nistagmo Lacatato | niveles microcefalia (p3) nistagmo. Tratamiento
menor normales anticonvulsionante, libre
No grandes cambios en de sintomas.
afios
ESTADO ACTUAL Vivo con 2 afios Fallece a los 24 dias de vida Fallece a los 3a 11m por Continua vivo con 16 afios Fallece a los 9d tras Continua viva con 7 afios
neumonia extubacion
- Hipotonia axial - Hipotonia axial - Hipotonia axial - Hipotonia axial - Hipotonia axial - Hipotonia axial
, No sostén cefalico - Microcefalia - Microcefalia - Espasticidad EE - Microcefalia - Microcefalia
SINTOMAS - Tetraparesia B Isi - Espastcidad EE - Temblor cerebeloso - Espasticidad EE - Temblor
NEUROLOG'COS B Nistagmo menor Convulsiones - Nistagmo y retinopatia - Movimientos - No reflejos primitivos ) Distonia, ataxia
- Regresidn neuroldgica

- Regresidn neuroldgica a
5m

oculares
incoordinados
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HISTOLOGIA
(musculo
esquelética,
cardiaco, otros)

m. esq.: cambios leves
inespecificos, refuerzo de la
trama intermiofibrilar

m.esq.: normal

m. cardiaco: X

Otros: biopsia piel: normal;
citrato sintasa > 2>
proliferacién mitocondrial

m. cardiaco: | miofibrilar,
M mitocondrias anormales
(observado con m.e.)

M.esq.: normal

m.esq.: normal

m.esq.: Pintermiofibrilar y
glucégeno subsarcolémico

M. cardiaco: X

m. cardiaco: X

m. cardiaco: depdsito
glucégeno, |, COX

Otros: higado: normal

Otros: gastrointestinal:
normal

otros: X

Otros: higado estatosis;
cerebro: hipertrofia
astrocitos

X

- hipertrofia leve VI - bajopeso, talla, - Neumonia A parte del SNCy m. - ECO: Hipertrofia - lctericia (bilirrubina
- microcefalia circunferencia craneal esquelético, no otros biventricular con 10 mg/dL)
B OTROS - acidosis lctica- - infiltrados eosinéfilos signos anormales: JFE - EEG:enlentecimiento
SINTOMAS- metabolica - cerebro, pulmonesy corazén, digestivo, - EEG:supresién en difuso+descargas
- afectacion vision rifiones anormales , . . . .
SIGNNOS- ) estridor laringeo ) Niveles de Al higado, rlnopgs, sistema rafaga multifocales
HHALAZGOS intermitente Iveles de hemo hema.lt.opoyetlco, - MRS: Pganglios - ENG:normal
cognitivo normales) base y sustancia
blanca
LACTATO EN PLASMA 6 mmol/L ™ 5,2 mmol/L 3,6 mmol/L 10,5 a 14,9 mmol/L NORMAL
(N: 0,63-2,44 mmol/L) [4a: niveles normales] [4d: 2,3; 7d:7,9]
LACTATO EN LCR pico de lactato dos en NORMAL 6,2 mmol/L 3,8 mmol/L 14,2 mmol/L NORMAL

(N: 0,9-2,44 mmol/L)

todos los voxeles

[4a: niveles normales]

alteraciones dorso
mesecéfalo, protuberancia,

Sin hallazgos patoldgicos

Lesiones ganglios base,
mesencéfalo, pedinculos

18m: cambios simétricos
en putamina, sustancia

No mielinizacién definitiva
de cdpsula interna, fisuras

Sin hallazgos patoldgicos

RMN CEREBRAL nucleos mediales de cerebrales, periacueducto blanca cerebelosa; 4a: silvianas simple, espacio
talamos progesion + cambios subaracnoideo prominente
bilaterales en nucleo
caudado
ENZIMAS m. esd.: normal (limite m.esq.: X m. esq.: 42% m.esq.: 47%
COMPLEJO IV x inferior) m. cardiaco: X m. cardiaco: X m. cardiaco: 3%

(musculo esquelético,
cardiaco, fibroblastos)

m. cardiaco: 7%

fibroblastos: 28%

Higado — Rifion: 25%

fibroblastos: no detectable <
3%

fibroblastos: 21%

fibroblastos: no realizado

X

Variante ¢.649C>T
homocigota en exén 5 de
COX15 -> cambio de aa:

R217W (c.649C>T)
(p.Arg217Trp)y

exén 5 del COX15, cambio
de arginina a triptéfano:
R217W (c.649C->T)

Dos mutaciones en COX15
Serl51Ter (452C>G)y
Ser344Pro (1030T>C)

Dos mutaciones en COX15
Ser151Ter (c.452C>G)
(p.Arg217Trp) y

Leu139Val (c.415C>G)

MUTAC|6N cox (p.Arg2%7Tr!o) Ex6n 4 (C4%47—:%G) (p.Arg2%7Tr'p) Heterocigosis R217W (c.649C>G) Homcigosis
Homocigosis Heterocigosis Homocigosis (p.Arg217Trp)
Heterocigosis
DIAGNOSTICO SDR. i x v v X v
LEIGH
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Analizando los resultados de la tabla, encontramos tanto similitudes como diferencias
entre unos casos y otros:

Los puntos comunes en los 6 casos son:

- Gestaciones controladas y sin problemas.

- Forma de presentacién similar, nada mas nacer o en el periodo neonatal-infancia, con
hipotonia axial y problemas en la deglucion y succion.

- Son caracteristicos el bajo peso, la baja talla y la microcefalia.

- Todos presentan sintomas neuroldgicos en mayor o menor medida, destacando la
hipotonia axial y la espasticidad en extremidades.

Caracteristicas comunes entre los cinco primeros casos (exceptuando el caso de Miryounesi):

- Historia familiar sin hallazgos de interés: padres sanos, no consanguineos (en los casos
de Buigiani y Alphadel no nos lo especifican), con el resto de los componentes
familiares sin alteraciones. Estos datos Ilaman la atencidon pues es una patologia de
transmisién AR y no prevalente en la poblacién general, por tanto la probabilidad de
que los hijos estén afectos sin que haya consanguinidad es baja (en el caso de
Miryunesi los padres son consanguineos).

- A excepcién nuevamente del caso Miryounesi que cuenta con niveles normales, todos
los otros casos presentan un aumento del lactato tanto en plasma como el LCR
(Antonicka tiene lactato en LCR dentro de los valores de normalidad) como en plasma.
(El caso de Miryounesi presenta elevacion de bilirrubina).

Por otro lado, hay varios datos que no guardan una relacién aparente entre si:

- Observamos que el sexo es tanto femenino como masculino, por tanto podemos
generar la primera conclusidn: el sexo no influye en este tipo de enfermedades.

- La edad de inicio, a pesar de ser todas ellas proximas al nacimiento, tiene ciertas
fluctuaciones entre un caso y otro.

- Asi mismo, la edad de supervivencia varia en estos 5 casos, el prondstico de la
enfermedad es diferente en cada paciente. Parece que como norma general, fallecen a
corta edad (entre apenas dias y pocos meses), pero encontramos un caso que continua
vivo con 2 afios, otro con 7 afios y otro con 16 afios, por tanto la evolucién de la
enfermedad es muy inconstante.

- Tanto en el estudio histolégico como enzimatico encontramos grandes diferencias
entre los casos. De modo general, vemos afectado sobre todo los musculos estriados,
los cardiacos y alteraciones en los fibroblastos, pero de manera individual los cambios
difieren. Asi, en 3 de los casos el musculo estriado esta intacto, encontrando en otros 2
casos un aumento de la trama intermiofibrilar.

- Las mutaciones en el gen COX15 difieren en la localizacidon y en la gravedad (lo
veremos en el siguiente apartado).
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SIMILITUDES DIFERENCIAS

Gestacion normal Género

Forma de presentacion (hipotonia, problemas

de deglucién y succion) Edad de inicio
Sintomas neuroldgicos (hipotonia, Historia familiar (presencia y ausencia de
espasticidad) consanguinidad)

Evolucién de la enfermedad y

Bajo peso, baja talla, microcefalia . .
supervivencia

Evolucion rapida de los sintomas RMN variable
Aparicién tardia de las alteraciones Acidosis lactica (LCR y plasma) no
histoldgicas (12 clinica, 22 histologia) presente en todos los casos
Relacién entre tipo de mutacién y fenotipo Localizacion de la mutacién COX15, grado de
(se verd mas adelante) gravedad de las mutaciones

Al generar este cuadro comparativo, lo que se desea es obtener conclusiones sobre la
relacidn entre la clinica y varios factores como los niveles de lactato, las imagenes de RMN, la
localizacién de la mutacidn, la histologia y las enzimas del complejo IV. Teniendo en cuenta
gue es un andlisis transversal en el que faltan datos, las conclusiones que se narran no pueden
ser absolutas y harian falta mas estudios para poder lograrlo.

Realizando dicho analisis, podemos intentar concluir y generar las siguientes hipdtesis:

- Ambos sexos pueden padecer estas patologias. Los tres pacientes varones superan el
afo de vida, de las tres pacientes mujeres, dos fallecen a los dias tras nacer y otra
continuda viva con 7 afios. Por tanto concluimos que el curso de estas enfermedades
no varia en funcion del sexo.

- Concluimos que la edad de inicio no guarda relacién con el sexo.

- Sise intenta relacionar la acidosis lactica con la evolucion de le enfermedad, podemos
encontrar cierta correlacién, pues con los datos disponibles sabemos que de mayor a
menor acidosis lactica tenemos el caso Alphadel, Oquendo y Buigiani, y la
supervivencia de estos pacientes es de 9 dias, 4 afos y vivo a los 16 afios
respectivamente. El caso de Miryounesi no presenta acidosis lactica y contintda con
vida a los 7 afios de edad.

Generamos asi la hipdtesis de que los niveles de acidosis lactica determinan el curso
de la enfermedad. (Esto tiene sentido pues ya se ha explicado previamente los efectos
negativos de la acidosis lactica sobre el metabolismo).

- Si se intenta correlacionar los sintomas neuroldgicos con las lesiones en RMN,
podemos encontrar una cierta relacion pues el paciente que menos sintomas
neurolégicos presenta es el de Antonicka y precisamente no tiene alteraciones en la
RMN.

Generamos la hipdtesis de que las lesiones en RMN se relacionan con los sintomas
neuroldgicos.

- Previamente se habia comentado que las metabolopatias suelen aparecer sobre los 3
0 4 meses de vida extrauterina siendo poco expresivas en el periodo neonatal, pues
bien aqui encontramos 3 casos donde los sintomas se hacen evidentes nada mas nacer
el paciente, 2 donde aparecen a una edad temprana (antes de un afio), y un ultimo
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caso que inicia sus sintomas con 3 afios. Si se intenta correlacionar la acidosis lactica
con la edad de inicio podemos pensar que no guardan relacién, pues el caso Oquendo
tiene mayor acidosis que el de Buigiani, pero los sintomas aparecen meses mas tarde.
Generamos la hipétesis de que los niveles de acidosis lactica no determinan la edad
de inicio de los sintomas.

- Eneste tipo de enfermedades, las alteraciones a nivel histoldgico tardan un tiempo en
hacerse evidentes: las manifestaciones histoldgicas y de actividades de la cadena
respiratoria se manifiestan cuando el paciente es mas mayor. Es por ello que si el
paciente fallece a temprana edad no llega a mostrar estos hallazgos pues adn no se
han producido (como ejemplo de esto tenemos el caso de Antonicka).

- Lo mismo ocurre con las enzimas del complejo IV y en los fibroblastos (Antonicka
fallece temprano y por eso no encontramos alteraciones, en cambio Buigiani, al haber
vivido mucho mas, ya las presenta).

- Concluimos que no es facil establecer el diagndstico de Sindrome de Leigh. Se
realizara por exclusién de otros diagndsticos y por evoluciones raras de patologias.

Por el contrario, no podemos concluir:

- Si se intenta relacionar las lesiones detectadas en la RMN con la evolucién de la
enfermedad no podemos concluir nada pues el caso Antonicka no presenta hallazgos
patoldgicos en su RMN vy fallece a los 24 dias de vida, mientras que Buigiani vive a los
16 afios teniendo lesiones cerebrales. Pero hay muchos otros factores que van a
intervenir en la evolucién fatal del caso de Antonicka, por tanto esta informacién es
inconcluyente.

Con los datos disponibles, no podemos concluir si las lesiones en RMN guardan
relacidon con la evolucion de la enfermedad.
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4.5. Comparacion de mutaciones

DATOS LOCALIZACION CAMBIO EN LA dbSNP n2 MIM
CASOS MUTAC'ON COX15 PROTE"NA COX15 COX15:rs28939711 COX15: 603646 CROMOSOMAS FENOTIPO
COMPARATIVOS
HOMOCIGOSIS
R217W GRAVE
CASO DEL c.649C>T [mutacién de cambio de rs28939711 - Inicio de los sintomas préximo al
TRABAJO aa, grave] 256000 nacimiento
- Vivo con 2 afios
HETEROCIGOSIS
a) Exén 4 (C447-3G a)Proteina truncada a) Informacion no MUY GRAVE
CASO DE ) ( ) [muy grave] disponible - Inicio de los sintomas al nacimiento
ANTONICKA b)R217W [mutacion de 615119 - Muere a los 24 dias
b) c.649C>T cambio de aa, grave] b) rs28939711
HOMOCIGOSIS
R217W GRAVE
CASO DE c.649C>T [mutacién de cambio de rs28939711 - Inicio de los sintomas a los 7 meses
OQUENDO aa, grave] 256000 - Muere alos 3ay 11 m, por neumonia
HETEROCIGOSIS
CASO DE a) c.452C>G a) S151X, proteina a) Informacién no ooy INTERMEDIO
truncada [muy grave] disponible EN O: - Inicio de los sintomas a los 4 meses
BUIGIANI b) ¢.1030T>C b) S344P [mutacién de 256000 - Vivo con 16 afios
cambio de aa, menos b) rs397514662 P
grave]
HETEROCIGOSIS
a) S151X, proteina a) Informacion no
CASO DE A 45206 truncada [muy grave] disponible - Inicio de los ;Y:\l::n?a?:\\lliacimiento
ALPHADEL b) R217W [mutacién de 615119 - Muere a los 9 dias (tras terapias
b) c.649C>T cambio de aa, grave] b) rs28939711 ) o P
intervencionistas)
HOMOCIGSIS
L139Vv oo [0 0 MENOS GRAVE
2 ool o8t
CASO DE [mutacién de cambio de Informacién no >6000 2o 2|30 2 - Inicio de los sintomas a los 3 afios
MIRYOUNESI c.415C>G aa, menos grave] disponible cec|er - Vivo a los 7 afios
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Se ha intentado establecer una relacién entre los distintos tipos de mutaciones en COX15,
su gravedad y el fenotipo clinico de los pacientes. Intentamos resolver la siguiente hipdtesis:
los distintos tipos de mutaciones en el gen COX15 difieren en su grado de gravedad, y provocan
un fenotipo clinico dependiente de dicho grado.

Dentro de las mutaciones en el gen COX15 podemos encontrar varios tipos, se relaciona cada
mutacién con un grado de gravedad, de manera que:

- Mutacién por cambio de aminoacido (missense mutation). Dentro de los cambios de
aminodacidos, el espectro de gravedad es muy amplio, pues si se sustituye un
aminoacido por otro similar, por ejemplo con la misma carga, la mutacién puede pasar
desapercibida, mientras que si las diferencias entre los aminodacidos son notables, la
mutacién dard mucha sintomatologia clinica. En nuestros casos, este ultimo punto se
trata de mutaciones que catalogamos como graves. Dentro de este tipo de

mutaciones encontramos la R217W. Les asignamos como simbolo:

- Mutaciéon que produce una proteina truncada: esta mutacion va a provocar la
formacidén de una proteina mds pequefia, y que por tanto se va a degradar sin cumplir
ninguna funcidn. Se trata de la peor mutacion, que catalogamos como muy graves.
Dentro de este grupo encontramos las mutaciones en el exén 4 (C447-3G) y ser151X
(X =coddn stop). A este grupo le asignaremos como simbolo:

- Una tercera mutacién que produce alteraciones menos graves serd la que presentan
ser344pro y Leul39val. Las catalogamos como menos graves y les asignamos el

o

o
o

simbolo: te

o
o
o

o

o

00 g

o

o
o
o

o

Una vez explicadas estas relaciones, vamos a analizar cada caso por separado:

Caso clinico trabajo | Caso de Antonicka Caso Oquendo
Fenotipo grave Fenotipo muy grave Fenotipo grave
Caso de Buigiani Caso de Alphadel Caso de Miryounesi

i i

Fenotipo intermedio | Fenotipo muy grave |Fenotipo menos grave
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Analizamos los fenotipos:

- Caso de Antonicka: Fenotipo muy grave (sintomas nada mas nacer y muere a los 24
dias de vida).

- Caso de Ogquendo y caso clinico del trabajo (comparten mutacidn): fenotipo grave (el
caso de Oquendo no muere por una causa estrictamente derivada de la mutacién, sino

por una neumonia, que probablemente haya sido favorecida por dicha mutacién pero
no es directamente su causa, y el caso del trabajo tiene mucha sintomatologia pero
continda con vida a los 2 afios de edad).

- Caso de Buigiani: fenotipo intermedio (los sintomas comienzan a los 4 meses vy

contintda vivo con 16 afios).
- Caso de Alphadel: fenotipo muy grave (los sintomas comienzan al nacer y muere a los

9 dias tras terapias intervencionistas).
- Caso de Miryounesi: fenotipo menos grave (los sintomas comienzan a los 3 afios y

continua vivo con 7 afios, con RMN normales).

De todos estos datos podemos concluir que existe una relacién entre el tipo de mutacion, su
gravedad, y el fenotipo clinico: el caso de Antonicka y Alphadel tienen los fenotipos clinicos
mds graves y ambos son heterocigotos con uno de los genes de mayor gravedad; los casos de
Oquendo vy el del trabajo tienen fenotipos clinicos graves siendo homocigotos para los genes
clasificados como graves, el caso de Buigiani es de fenotipo intermedio siendo heterocigoto
con un gen de los muy graves y uno de los menos graves, y el caso de Miryounesi tiene el
fenotipo clinico menos grave siendo homocigoto para los genes menos graves.

Nos falta informacién sobre los estudios genéticos de los padres para poder concluir sobre la
etiologia de le enfermedad en estos niflos, pues tan solo sabemos que en caso de Oquendo y
Miryounesi los padres son heterocgiotos para la mutacion y el de Alphadel son también
portadores de ella.

Por tanto vemos una clara relacidon entre la gravedad de los genes y el fenotipo clinico,
pudiendo aceptar nuestra hipdtesis y concluir que los distintos tipos de mutaciones en el gen
COX15 difieren en su grado de gravedad, y provocan un fenotipo clinico dependiente de
dicho grado.

30



Enfermedades mitocondriales: mutaciones en COX15

5. Investigacion y tratamiento

En este trabajo se quiere remarcar la importancia de la necesidad de investigacidon y
tratamiento para estas patologias “raras”, que de forma individual suponen pocos casos, pero
de manera global son un problema importante para la sociedad.

El avance en las técnicas de investigacidon ha provocado el aumento de la identificacion y el
diagndstico de pacientes con enfermedades mitocondriales, pero, desafortunadamente, no es
sencillo relacionar los fenotipos clinicos con las diferentes mutaciones a pesar de conocer el
gen, como en el caso del COX15. Al igual que los sintomas varian de un paciente a otro, la
respuesta a los posibles tratamientos también lo hace. Se lleva investigando sobre las
mutaciones en la cadena COX mds de 10 afios, pero los avances sobre los posibles
tratamientos de estos pacientes han sido minimos ©: se han ideado varias estrategias para
combatir estas patologias y varios ensayos en animales y células humanas, pero muy pocos se

han trasladado a la practica clinica *°

. Sin apenas intervencion humana y por motivos
desconocidos, algunos de estos pacientes han experimentado una regresion de su enfermedad
y su pronéstico de vida ha superado lo esperado (el caso de Buigiani es un buen ejemplo de

esto) ©.

En el caso de las mutaciones en el gen COX15, los mecanismos fisiopatoldgicos contindan
siendo desconocidos hoy en dia, habiéndose identificado relativamente pocas mutaciones de
este tipo. Es ahora cuando se empieza a conocer el papel de ciertas alteraciones genéticas y
sus consecuencias en la mitocondria .

Para lograr estos avances mencionados, se requiere un estudio profundo de la cadena
respiratoria mitocondrial, teniendo en cuenta que las mutaciones pueden ser muy especificas
de ciertos tejidos y podemos no encontrarlas precisamente en la muestra que estemos
analizando, o que las mutaciones que causan un acumulo de mitocondrias pueden
compensarlo con un descenso enzimatico y dar aspecto de normalidad. Estas ambigliedades se

pueden solventar con técnicas especificas .

Se estdn investigando nuevas terapias parar tratar a estos pacientes:

- Terapias que incrementen la biogénesis mitocondrial con el fin de aumentar el
numero de mitocondrias al estimular coactivadores de su transcripcion.

- Introducciéon de farmacos que manipulen la dindmica de estas mitocondrias,
aumentando sus procesos de fusién y asi lograr una complementacion funcional entre
distintas moléculas de ADN mitocondrial y eliminarse las mitocondrias que contienen
niveles altos de mutaciones por el proceso de autofagia.

- Se propone eliminar el gen mutante con el uso de enzimas de restriccidon dirigidos
contra la mitocondria para cortar de forma especifica las copias mutadas.
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- Introducir un gen sano para que se exprese en el citoplasma y se transporte a la
mitocondria

- Xenoexpresion de enzimas alternativas procedentes de otros organismos mediante
vias alternativas al transporte electrdnico en la cadena respiratoria (hay estudios sobre
la xenoexpresion de AOX en pacientes con mutaciéon en COX15) (21

También se han puesto en practica terapias alternativas a la terapia genética para combatir
estas deficiencias:

- Laintroduccion de una dieta cetogénica. Con esta intervencidn se logra una situacién
de cetosis, y con ello se consigue incrementar el metabolismo energético a nivel
cerebral aumentando las concentraciones de ATP y adenosina, mejorando las
interacciones de la neuroglia, y probablemente cambiando el nivel de la heteroplasmia
(presencia de ADN mitocondrial de distintos tipos en la misma célula) 6

- Elintento de tratamiento ha sido la introduccién del benzafibrato, que ha demostrado
rescatar las células con déficit de COX. Este farmaco se ha probado en ratones, pero no
pudo hacerse en los que tenian mutaciones en SURF, SCO2 ni COX15, por tanto no
podria implantarse en nuestros pacientes *¥??. Por el contrario, ratones con estas tres
ultimas mutaciones mencionadas respondieron parcialmente ante la introduccién de

AMP actividad protein-kinasa Y%,

Todas estas nuevas observaciones anteriormente mencionadas deben ser probadas con mas

estudios y confirmarlas con su uso y eficacia en los pacientes ©.

En conclusidn, no disponemos de ninguna terapia efectiva y actualmente nuestro papel como
médicos en estas enfermedades es el de proporcionar estrategias paliativas para minimizar el
sufrimiento de nuestros pacientes. De este modo, se puede realizar una suplementacion en la
dieta con carnitina, CoQ, tiamina, acido félico y succinato, se pueden eliminar metabolitos
nocivos como es el lactato, se pueden administrar antioxidantes como la conenzima Q10, o
tratar los sintomas mediante farmacos, ejercicio, cirugia, transplantes y proporcionar consejo

genético *Y.
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6. Conclusiones

1) La mitocondria es un organulo esencial para el organismo humano, siendo su principal
funcién la produccién de ATP. El numero de mitocondrias depende de las necesidades
energéticas de cada tejido, lo que explica los sintomas derivados de sus mutaciones.

2) Para la biosintesis de la mitocondria es necesaria la colaboracién de ADN mitocondrial y
ADN nuclear. La mayoria de las enfermedades mitocondriales son causadas por
mutaciones en el ADN nuclear.

3) Los mecanismos fisiopatoldgicos de estas mutaciones contindan siendo practicamente
desconocidos hoy en dia.

4) Se trata de un tema que esta de plena actualidad para la investigacion

5) Pocos casos descritos hasta el momento sobre mutaciones en el gen COX15. Se espera un
incremento de estos casos en los préximos afios por el aumento de investigaciones y
nuevas técnicas.

6) Es necesaria una colaboracidon entre especialistas y el uso de materiales y técnicas de
laboratorio especificas para lograr un abordaje integro de estos pacientes.

7) El diagndstico de enfermedad mitocondrial no es sencillo, suele hacerse por exclusion.

8) Estas mutaciones tienen en comun su rapida instauracién (incluso en dias).

9) Concluimos que los distintos tipos de mutaciones en el gen COX15 difieren en su grado de
gravedad, y provocan un fenotipo clinico dependiente de dicho grado.

10) Este tipo de enfermedades afecta a ambos sexos.

11) La edad de inicio de los sintomas no guarda relacién con el sexo.

12) Generamos la hipdtesis de que los niveles de acidosis lactica determinan el curso de la
enfermedad.

13) Generamos la hipétesis de que las lesiones en RMN se relacionan con los sintomas
neurolégicos.

14) Generamos la hipédtesis de que los niveles de acidosis lactica no determinan la edad de
inicio de los sintomas.

15) No podemos concluir si las lesiones en RMN guardan relacidon con la evolucién de la
enfermedad.

16) Las alteraciones histoldgicas, en las enzimas del complejo IV y en los fibroblastos aparecen
tardiamente.

17) Se estan investigando diferentes terapias para tratar a estos pacientes.

18) Con una dieta cetogénica se mejora las interacciones de la neuroglia, y probablemente
cambia el nivel de la heteroplasmia.

19) El benzafibrato ha demostrado rescatar las células con déficit de COX.

20) Debemos proporcionar estrategias paliativas para minimizar el sufrimiento de nuestros
pacientes y seguir investigando al respecto.
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