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1-INTRODUCCION

1.1 La mitocondria

La mitocondria es el orgdnulo celular encargado de obtener, a partir de sustratos
energéticos, energia en forma de ATP mediante un proceso conocido como fosforilacién
oxidativa. Las mitocondrias son pequefios orgdnulos localizados en el citoplasma de
casi todas las células eucariotas. Dentro de ella tienen lugar importantes funciones
vitales como pueden ser la biosintesis de aminodcidos, el ciclo del acido citrico, la

oxidacion de los dcidos grasos y la fosforilacion oxidativa entre otras.

Su pequefio tamaiio refleja su origen
evolutivo, el ahora ampliamente aceptado
origen endosimbidtico, que plantea que la
mitocondria fue originariamente una
bacteria, que fue internada por una célula
eucariota en los primeros estadios de la
evolucion. Su tamafio permite que sean

observadas al microscopio Optico, aun asi

no fueron identificadas por primera vez

Figura 1. Fotografia tomada por microscopia electrénica
de una mitocondria. Se observan claramente los repliegues :

de la membrana mitocondrial interna (De Bloom and hasta el SlglO XIX.
Fawcett, A Textbook of Histology, Chapman and Hall,

12th edition, 1994)

Las mitocondrias normalmente son cilindros alargados y rigidos, de un didmetro
comprendido entre 0,5 y 1 um. Este orgdnulo presenta una membrana externa y una
membrana interna que define dos compartimentos internos. Estas dos membranas

desempefian un papel crucial en las actividades de la mitocondria:

- la membrana mitocondrial externa, que contiene unas proteinas llamadas
porinas que hacen que esta membrana sea permeable a todas las proteinas de
peso molecular inferior o igual a 10 kDa. Existen otras proteinas en esta
membrana que intervienen en la sintesis de lipidos y en la transformacion de
sustratos lipidicos.

- la membrana mitocondrial interna, que estd replegada en numerosas

crestas, contiene proteinas que participan en la oxidacién de la cadena



respiratoria, la sintesis de ATP, y otras proteinas de transporte que regulan el

paso de metabolitos hacia la matriz y hacia el exterior.

Estas dos membranas definen dos espacios dentro de la mitocondria:

- el primero de ellos es la matriz, que contiene multitud de enzimas diferentes
que intervienen en las principales reacciones bioquimicas que tienen lugar en
la mitocondria. Ademds, en la matriz se encuentran muchas copias idénticas
del genoma del ADN mitocondrial (en adelante ADNmt), ribosomas y la
maquinaria necesaria para la expresion de los genes mitocondriales.

- el otro espacio que se encuentra en la mitocondria es el espacio
intermembranoso que contiene varias enzimas que utilizan el ATP

procedente de la matriz, para fosforilar otros nucleétidos. (Alberts B, 1989)

1.1.1 El genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial humano es una molécula circular de doble cadena de 16569
pares de bases (Anderson S, 1981). Cada cadena de la doble hebra presenta una
proporcién muy diferente de bases: la llamada cadena pesada (o H, de “heavy”), que
tiene una elevada proporcion de bases purinicas (guanina y adenina), mientras que la
llamada ligera (o L, de “light”), es rica en bases pirimidinicas (citosina y timina). La
nomenclatura ligera o pesada, tiene que ver con la diferente movilidad que presentan las
cadenas separadas en un gradiente desnaturalizante de cloruro de cesio.

La mayoria de la informacién se encuentra localizada en la cadena pesada, es en la que
encontramos codificada la informacion para la sintesis de dos ARN ribosémicos (en
adelante ARNr), el /2s rRNA y el 16s rRNA, catorce ARN de transferencia (en adelante
ARNt) y de doce polipéptidos. En la cadena ligera se encuentra codificada la
informacién para ocho ARNt y un tnico polipéptido (ND6). Los trece polipéptidos
codificados por el genoma mitocondrial son subunidades proteicas constituyentes de los
complejos enzimaticos de la fosforilacién oxidativa: siete subunidades del complejo I
(NDI, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6); una del complejo III (Cyt b); tres del
complejo IV (COI, COIl, COIIl) y dos del complejo V (ATPase 6 y ATPase 8). Los
otros veinticuatro genes del genoma mitocondrial humano son necesarios para su

traduccién dentro del orgédnulo (2 ARNr y 22 ARN).



OH

Citoeromo b

ADNmt 16569 kb

Figura 2. Esquema de la distribucién de los genes en el ADNmt
humano. En la circunferencia interior se muestra el nombre de los
polipéptidos codificados mds los dos ARNr, y en la circunferencia
exterior la localizacién de los diferentes ARNt, nombrados segin el
aminodcido que codifican. Con dos flechas se indica el origen de
replicacion de la cadena ligera (OL) y el de la cadena pesada (Og).

El genoma mitocondrial humano presenta varias caracteristicas que lo hacen
diferenciarse del nuclear. Una de ellas es la no presencia de intrones en toda la molécula
y exceptuando la zona reguladora, conocida como D-loop, comprendida mds o menos
entre los nucledtidos 16160 y 570 (1112 nucleétidos), todo el resto de la molécula es
codificante. Algunos de los genes proteicos estdn superpuestos, y parte de los codones
de terminacion no estan codificados pero son generados post-transcripcionalmente por

poliadenilacién de los ARN mensajeros (en adelante ARNm) (Schon E, 1997).

1.1.1.1 Replicacion del genoma mitocondrial

En el 1982 Clayton describié la forma en que el ADNmt se replicaba de forma
asimétrica para generar copias idénticas de si mismo (Clayton DA,1982). Esa forma de
replicaciéon fue la aceptada hasta que en el afio 2000 Holt y colaboradores la
cuestionaron, y propusieron otra forma de replicacién del ADNmt mucho més parecida
a la del genoma nuclear (Holt 1J, 2000). A continuacién se comentardn de forma breve

las dos formas de replicacion.



a) Replicacion del ADNmt segin el modelo clasico

Estudios de microscopia electronica indicaron que el genoma mitocondrial presentaba
dos origenes de replicacién, uno en la cadena pesada (Oy), y otro en la cadena ligera
(Op) (Kasamatsu H, 1974). El origen de replicacién de la cadena pesada se encuentra
dentro de la zona conocida como D-loop, mientras que el origen de replicacién de la
cadena ligera esta separado dos terceras partes sobre el genoma, del origen de la cadena
pesada en la direccién del origen de replicacion. La replicacion se origina en Oy y se
empieza sintetizando una cadena H idéntica a la original. Una vez la horquilla de
replicacion ha pasado sobre O, empieza la sintesis de la cadena L “hija” en direccion

opuesta a la sintesis de la nueva cadena H.

Figura 3. Modelo asimétrico de replicacién. Oy y Oy origenes de replicacion de la cadena
pesada y ligera respectivamente. (a) Empieza sintesis de cadena pesada en Oy. (b) Continua la
sintesis de la cadena pesada una vez a superado el D-loop. (c) La sintesis de la cadena pesada
deja expuesto el origen de replicacion de la cadena ligera, y comienza la sintesis de la misma.
(d) Avanza la sintesis de las dos cadenas en sentido contrario. (el) y (e2) Acaba la replicacién
de cada cadena en cada molécula hija. (f) y (g) Cada molécula hija queda covalentemente
cerrada y es superenrollada. (Modificado de Clayton, 1982)

Para comenzar la replicacion de la cadena H se requiere la sintesis de un cebador de
ARN. Este cebador se crefa sintetizado por una ARN polimerasa mitocondrial, pero
recientemente se ha observado actividad transcriptasa reversa a la ADN polimerasa
gamma (en adelante ADNp 7), que es la ADN polimerasa mitocondrial (Murakami E,
2003). La sintesis de este ARN se localiza justo al lado de unas secuencias muy
conservadas llamadas CSB I, II y III (del inglés conserved sequence blocks). Este ARN
hibrida con la cadena L y desplaza una porcion de la cadena H en la region de control

(D-loop), creando una zona de tres hebras (dos de ADN y una de ARN). La replicacién



del ADN no empieza hasta que el precursor de ARN es procesado en un lugar preciso
por una ARNsa mitocondrial (MRP, del inglés mitochondrial RNA-processing
ribonuclease). Este enzima solo corta estructuras de triple hélice, y también se ha
observado que necesita de la secuencia CSB I para actuar (Clayton DA, 2000).

Cuando dos terceras partes de la cadena H estan sintetizadas queda expuesta una zona
del genoma mitocondrial con secuencias invertidas repetidas, esta zona es el origen de
replicaciéon de la cadena L (Op). Las secuencias invertidas repetidas favorecen la
formacion de una estructura secundaria caracteristica. Un segundo cebador de RNA
complementario a una zona de la estructura secundaria es sintetizado, y entonces
empieza la sintesis de la nueva cadena L en sentido contrario a la sintesis de la nueva
cadena H.

Las dos hebras que se van sintetizando en sentido contrario continian hasta que acaban
de duplicar toda la cadena, y con la ayuda de una topoisomerasa mitocondrial se separan
las cuatro cadenas, dando lugar a dos moléculas de ADNmt. La duracién del proceso de
replicacion del genoma mitocondrial depende de la situacion en la que se encuentran las
células (cultivos celulares, etc.).

La sintesis del ADN en la mitocondria se realiza mediante la accién de la ADNp v. Esta
ADN polimerasa es una enzima multifuncional que participa en multitud de procesos
como son la sintesis de ADN, reparacién del ADN por excision de bases (de 3> a 5’) y
la sintesis de ARN utilizando ADN como molde (Murakami E, 2003). La ADNp Y es un
enzima formado por dos subunidades, una catalitica (125-140 KDa) y una unidad
accesoria (35-40 kD). La unidad catalitica por si sola es capaz de sintetizar ADN, en
cambio, la unidad accesoria no tiene actividad enzimatica conocida, pero estudios donde
se ha mutado esta subunidad han mostrado que es esencial in vivo (Iyengar B, 2002).
Recientemente se ha descrito que pudiera existir una estructura secundaria del ADN
parecida a la de un ARNT, cerca del origen de replicacién, y que la subunidad accesoria
por si sola se unirfa tanto a ADN de cadena doble como sencilla (Carrodeguas JA,
2002). Asi se piensa que esta subunidad no solo activa la polimerizacién del ADN sino
que también estd implicada en el reconocimiento del cebador durante la iniciacién de la

replicaciéon del ADNmt (Fan L, 1999).

b) Replicacion del ADNmt segiin el modelo de Holt vy colaboradores

En el afio 2000 Holt y colaboradores publicaron un trabajo donde analizaban la

replicaciéon del ADN mitocondrial utilizando geles bidimensionales de agarosa, donde



conseguian separar intermediarios de replicacion (IR). En este primer trabajo
encontraron dos IR: uno que era resistente a la digestion por nucleasa S1, que degrada
ADN de cadena sencilla, y otro IR que si era sensible a la digestion por nucleasa S1. El
IR resistente a la digestiéon por S1 ya contradecia al modelo cldsico de replicacion ya
que en ese modelo durante mucho tiempo existen moléculas de ADN de cadena sencilla.
Fueron mads alld y observaron que este IR (resistente a nucleasa S1), presentaba una
replicacion muy similar a la del genoma nuclear, es decir, unidireccional y con la
intervencion de una cadena de replicacion rdpida, y otra de replicacion més lenta. Los
autores concluyen que los dos modelos de replicacién coexisten, y que cada uno
predomina en unas determinadas condiciones. El modelo de replicacién clasico parece
que predomina en células en cultivo en condiciones basales, mientras que el modelo
unidireccional de replicacién andlogo al nuclear, predomina en células en cultivo que se
estan recuperando de una deplecién o de otro tipo de estrés que pudiera afectar al
nimero de copias del ADN mitocondrial (Holt 1J, 2000).

En el siguiente articulo del grupo, (Yang MY, 2002) los autores describen que los IR de
cadena sencilla encontrados con anterioridad eran posiblemente debidos a la presencia
de RNasa H en la extraccién de las mitocondrias. Esta RNasa H habria degradado el
RNA que hay unido a ADN a todo lo largo del genoma mitocondrial, dejando zonas de
ADN de cadena sencilla. La presencia de RNA en el ADNmt de mamiferos ya fue
descrita con anterioridad por Grossman y colaboradores en el afio 1973 (Grossman LI,
1973). En este trabajo extraen las mitocondrias mediante un gradiente de sucrosa y
obtienen ADNmt de doble cadena que contiene hibridos ADN:RNA. Al analizar los IR
de este ADNmt obtienen que todos son de doble cadena; asi los autores concluyen que
la replicacién del ADNmt principalmente o casi exclusivamente se da siguiendo el
modelo andlogo al nuclear.

Mas recientemente este mismo grupo ha publicado otro articulo (Bowmaker M, 2003)
donde han intentado delimitar la zona del origen de replicacion. Han descrito que la
replicaciéon comienza de forma bidireccional en una zona comprendida entre los genes
del citocromo b y los genes que codifican las subunidades 5 y 6 de la NADH
deshidrogenasa. La replicacioén en su origen es bidireccional, pero una vez la horquilla
de replicacion alcanza por un extremo el Oy, ésta queda aqui parada, y la replicacion

sigue de forma unidireccional.



1.1.1.2 Transcripcion del ADNmt

Los 37 genes codificados en el ADNmt son inicialmente sintetizados en dos grandes
transcritos policistronicos, uno codificado por la cadena L, y otro codificado por la
cadena H. De estos genes, 28 (los dos ARNr, catorce de los ARNt y doce de los trece
genes codificantes de polipéptidos), estan codificados por la cadena H, y solo ocho
ARNt y un ARNm (ND6) estan codificados en la cadena L. Los genes que codifican los
diferentes ARNt estdn dispersos por el genoma de una manera determinada, y se cree
que actian como diana para la ARNasa P, la cual libera los ARNt cortando en sus
extremos 5’ y 3’ del transcripto precursor. De esta manera no solo se liberan los tRNAs,

sino también todos los demds ARNm codificados en el genoma mitocondrial.
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Figura 4. Mapa genético y de transcripcién del ADNmt humano. Los dos circulos
internos representan las dos cadenas del ADNmt con los genes que codifican. Los
circulos externos representan los RNA transcritos a partir de la cadena pesada
(lineas rellenas) y a partir de la cadena ligera (lineas no rellenas). H;, H» y L
indican los puntos de inicio de la transcripcion para la cadena H y L
respectivamente. Las flechas indican la direccién de la transcripciéon o la
replicacion. (Modificada de Ferndndez-Silva P, 2003)

El ADNmt humano contiene tres promotores para la transcripciéon de ARN, dos para la
cadena H (H; y H,) y uno para la cadena L. H; esta situado al principio del gen Phe, H;
estd localizado justo antes del gen /2s rRNA (Montoya J, 1982) y el origen de
transcripcion de la cadena L se localiza en la region de control, exactamente en la
posicion 407. Un factor de transcripciéon llamado mtTFA (del inglés mitochondrial

transcription factor 1), se une a secuencias especificas alrededor de los lugares de inicio



de transcripciéon. mtTFA es una proteina de 25 kDa de dos dominios, y que presenta
afinidad para unirse al ADN.

Como se ha comentado previamente la transcripcién del genoma mitocondrial es
policistrénica, lo que implica que en un principio se produce la misma cantidad de ARN
de todos los genes codificados. Esto genera un problema, ya que para la traduccion de
los ARNm se necesitan grandes cantidades de ARNr y ARNt, por lo que estos genes
deberian ser transcritos en mayor cantidad. Para solucionar el problema en el caso de los
rRNAs, existe una proteina llamada mTERF (del inglés mitochondrial transcription
termination factor) (Kruse B, 1989) que facilita que ademds de sintetizarse el gran
trénscrito policistronico de 16 kb, se sintetice otro transcrito més pequefio de 3 kb. La
proteina mTERF se una a una secuencia especifica localizada en el medio del gen
Leu(UUR), bloqueando el avance de la RNA polimerasa, y asi el transcrito de 3 kb es
liberado. Este transcrito incluye diferentes genes, entre ellos los dos ARNr ademads de
los tRNAs que lo flanquean, y es sintetizado unas 25 veces mds con respecto al
transcrito largo. Asi, la mitocondria se asegura la existencia de suficiente cantidad de
rRNAs para crear todos los ribosomas necesarios. Cuando mTERF no se une a la
secuencia del gen Leu(UUR), ya sea porque no existe la suficiente cantidad de proteina
o porque se ha unido a otro factor, la polimerasa no es bloqueada y el transcrito largo es
sintetizado (Dubin DT, 1982) (Van Etten RA, 1983)

Al no existir intrones en el genoma mitocondrial el procesamiento de los dos transcritos
policistrénicos es relativamente sencillo. Los genes que codifican los ARNt estdn
flanqueando los dos genes ribosomales asi como el resto de genes polipeptidicos, por lo
que se piensa que esta especial distribucion de los ARNt genera unas sefiales especificas
que seran reconocidas por endonucleasas (Ojala D, 1981), que cortardn en los extremos

5’y 3’ de los ARNt.

1.1.1.3 Traduccion del genoma mitocondrial

La traduccién de los ARNm mitocondriales tiene lugar en los ribosomas mitocondriales,
que estdn formados por los ARNr 5S, 12S y 16S, codificados por el genoma
mitocondrial y por otras proteinas codificadas por el genoma nuclear (Magalhaes PJ,
1998).

Existen algunas diferencias entre la traduccién de proteinas que tiene lugar en el
citoplasma, y la que tiene lugar en la mitocondria, como por ejemplo que los ARNm

mitocondriales no tienen estructura CAP (guanina metilada) en la posicién 5° y ademads



no tienen casi secuencia 5° UTR (del inglés untranslated region), por lo que no esta
muy clara la unién del ribosoma al ARNm para comenzar su traducciéon. Ademds otra
diferencia importante es que el cdédigo genético mitocondrial presenta algunas
variaciones en la lectura de los codones respecto al codigo genético universal, como se

puede apreciar en la siguiente tabla:

Cédigo universal Caédigo mitocondrial

UGA STOP Triptéfano
AUA, AUU Isoleucina Metionina
AGG, AGA Arginina STOP

Tabla 1. Codones que varfan entre el cédigo genético universal y el cédigo
genético mitocondrial.

Otra peculiaridad del sistema genético mitocondrial es que presenta un sistema de
reconocimiento de codones inusual, que permite la lectura del cédigo genético con sélo
22 tRNAs, en lugar de los 32 requeridos segin la hip6tesis del balanceo de Crick. El
sistema mitocondrial se basa en el reconocimiento de las dos primeras bases del codén
(Lagerkvist U, 1978). Para 8 aminodcidos la tercera base no es discriminativa: CUX es
traducido como Leucina, GUX como Valina, UCX como serina, CCX como prolina,
ACX como treonina, GCX como Alanina, CGX como Arginina y GGX como Glicina.
Para cada uno de estos aminodcidos s6lo existe un ARNt, y para el resto de aminoacidos
las dos primeras bases son discriminatorias, y dependiendo de si la tercera base es A-G
o U-C, el aminoéacido varia.

Aunque se ha conseguido sintetizar proteinas mitocondriales en mitocondrias aisladas,
todavia no se ha podido desarrollar un sistema de traduccién mitocondrial in vitro a
partir de extractos mitocondriales. Por este motivo muchos de los detalles de la sintesis
proteica no se conocen y sélo se han caracterizado unos pocos factores auxiliares

involucrados en la iniciacion y elongacion de la traduccion en los mamiferos.

1.1.1.3.1 Importacion de proteinas del citosol a la mitocondria

De las casi mil proteinas que se pueden encontrar en la mitocondria, solamente 13
derivan del genoma mitocondrial. Por lo tanto la gran mayoria de proteinas
mitocondriales estdn codificadas por el genoma nuclear, traducidas en el citosol e

importadas al interior de la mitocondria. Para que las proteinas codificadas en el



genoma nuclear se dirijan a la mitocondria es necesario marcarlas con un “péptido
sefial” en el extremo N-terminal (von Heijne G, 1989). Este péptido que es eliminado en
el interior de la mitocondria para formar el polipéptido maduro, es normalmente muy
basico (contiene muchos residuos de arginina y lisina), y contiene secuencias
especificas que determinaran el lugar preciso de procesamiento dentro de la mitocondria
(Hendrick JP, 1989). Las proteinas citosélicas antes de ser importadas, son desplegadas
por chaperonas y vueltas a plegar una vez estan dentro de la mitocondria. La
importacion de proteinas a la matriz, al espacio intermembrana o a la membrana
mitocondrial interna, requiere de potencial de membrana.

Existen unos complejos multiproteicos de membrana que se encargan de la
translocacién de los polipéptidos a través de la membrana. Esta especie de canales de
membrana se conocen como Tim y Tom (del inglés translocase of the inner/outer
membrane respectivamente) (Schatz G, 1998) (Koehler CM, 1999). Ademas los
polipéptidos son transportados de la membrana externa a la interna por dos complejos
proteicos diferentes en el espacio intermembrana (Tim9p-Tim10p y Tim8p-Tim13p)

(Curran SP, 2002) (Davis AJ, 2000).

1.1.2 Genética mitocondrial

La genética del ADNmt presenta algunas caracteristicas respecto a la genética del ADN
nuclear, que hay que tener en cuenta a la hora de trabajar con enfermedades que tienen
su origen en mutaciones en el ADNmt. En los siguientes subapartados se comentan las

mas representativas.

1.1.2.1 Heteroplasmia y efecto umbral

Como se ha comentado anteriormente, en el interior de cada célula se pueden encontrar
cientos o miles de copias del ADNmt (poliplasmia). Este nimero puede fluctuar
dependiendo del tejido o del tipo de célula y su dependencia del metabolismo oxidativo
o de su estado metabdlico. Durante la division celular, las moléculas de ADNmt se
distribuyen de forma aleatoria entre las nuevas células. En tejidos sanos, todas las
copias del ADNmt son idénticas, y a esta situacién se le llama homoplasmia. Las
mutaciones patogénicas del ADNmt afectan normalmente a alguna pero no a todas las
copias del ADNmt de una célula, de un tejido, o de un individuo, lo cual resulta en una
mezcla de genomas mitocondriales mutados y no mutados. Esta situacion recibe el

nombre de heteroplasmia.



El fenotipo clinico de una mutacién puntual particular en el ADNmt viene determinado
principalmente por la proporcion relativa de genomas sanos y mutados en los diferentes
tejidos. Dependiendo de la demanda energética de una célula en particular, el nivel de
genomas mutados requeridos para producir la expresion fenotipica de la mutacién varia,
y recibe el nombre de efecto umbral. Este umbral es diferente en los distintos tejidos,
pero cuando el umbral es sobrepasado, la produccion de ATP es menor a la demanda de

energia.

1.1.2.1 Segregacion mitotica

La division de las mitocondrias y la replicacion del ADNmt son procesos
independientes del ciclo celular. Durante la divisiéon celular las mitocondrias se
distribuyen de forma aleatoria en las células hijas por lo que el fenotipo puede variar
respecto a la célula madre. Este fendmeno explica como ciertos pacientes con
desordenes relacionados con el ADNmt varian de un fenotipo clinico a otro conforme

van aumentando la edad.

1.1.2.3 Herencia materna

En la fecundacién todo el ADNmt proviene del 6vulo, en consecuencia, el patron de
transmision del ADNmt es radicalmente diferente de la herencia mendeliana. Una
madre que tenga un genoma mitocondrial mutado, lo transmitird a todos sus hijos
(varones y mujeres), pero solo las hijas la transmitirdn a la progenie. Esto es debido a
que aunque el ADNmt paterno entre al interior del 6vulo en el momento de la
fertilizacion, este es selectivamente destruido como si fuese un antigeno externo
(Sutovsky P, 1999). La cantidad de moléculas que contenga cada uno de los 6vulos
puede ser muy variable debido a un fenémeno de restriccién y amplificacién conocido
como fenémeno de cuello de botella. Este hecho hace que el nimero de moléculas de
ADNmt que se transmiten de madre a hijo sea muy pequeiio (Chinnery PF, 2000).

La concepcién clasica de la transmision del ADNmt exclusivamente por via materna
quedo en entredicho en el aiio 2002, por la aparicién del primer caso de herencia paterna
del ADNmt. Se trataba de un paciente con intolerancia al ejercicio debida a una
mutacion restringida al musculo esquelético. El muisculo habia heredado el ADNmt del
padre, mientras que el ADNmt del resto de tejidos habia sido heredado de la madre

(Schwartz M, 2002)



1.1.2.4 Haplotipos mitocondriales

El ADNmt humano es altamente polimoérfico en la poblacion, ya que presenta una
elevada tasa de mutacion. Suele presentar una serie de polimorfismos que se pueden
presentar de forma combinada, su estudio y clasificacién ha permitido la creacién de
haplogrupos mitocondriales, que agrupa a los ADNmt segin la presencia de estos
polimorfismos caracteristicos. Se ha utilizado el estudio de los haplogrupos para
analizar el origen, dispersion y evolucion de las poblaciones humanas (Cann RL, 1987).
Algunos autores han sugerido que ciertos polimorfismos del ADNmt en la poblacién
pueden interactuar con factores ambientales o con mutaciones patogénicas del ADNmt
y asi ADNmt que pertenezcan a diferentes haplogrupos podrian dar lugar a mitocondrias

con diferente funcionalidad (Wallace DC, 1999).

Haplogrupo Frecuencia Haplogrupo Frecuencia
H 50,0 U4 1,0
I 2,0 us 7,0
J 11,0 [8[) 1,0
K 7,0 \Y% 4,0
T 8,0 W 1,0
U3 1,0 X 2,0

Tabla 2. Haplogrupos mds habituales y frecuencias en las que se encuentran en la poblacién caucasica. (Helgason
A, 2000)

1.1.2.5 Sistema de reparacion del ADNmt

Como se explicard mdas adelante en la fosforilacién oxidativa se generan especies
reactivas de oxigeno (en adelante ROS, del inglés reactive oxygen species), que pueden
reaccionar con el ADNmt y provocar diferentes modificaciones como pueden ser
modificaciones de las bases, sitios abasicos, etc. (Wiseman H, 1996). E1 ADNmt
también puede ser daflado por carcindégenos quimicos (Bandy B, 1990).

Desde hace mucho tiempo se pensaba que el ADNmt no poseia sistema de reparacion,
asi que todas las modificaciones y alteraciones que padecian sus bases no podian ser
reparadas. Clayton y colaboradores fueron los primeros en estudiar un posible sistema
de reparacion del ADNmt y descubrieron que los dimeros de pirimidina inducidos por

radiacién ultravioleta no eran reparados (Clayton DA, 1974).



En los ultimos afios diversos estudios han demostrado que el ADNmt posee
mecanismos de reparacion, aunque son mucho mds simples y menos eficientes que los
sistemas de reparacion del ADN nuclear. El principal sistema de reparacion del ADN en
la mitocondria y el més estudiado es el sistema de reparacién por excision de base
(también “BER” del inglés base excision repair). Este sistema es el mas utilizado para
reparar dafio oxidativo en las bases del ADNmt. Estudios de reparacion in vitro han
demostrado que la mitocondria contiene todos los enzimas necesarios para realizar este
sistema de reparacion, y que ademds lo realiza de una forma muy similar al nuclear
(Pinz KG, 1998). Este sistema se inicia por la accién de una glicosilasa que elimina el
enlace glucosidico entre la base dafilada y su azicar. Una endonucleasa
apurinica/apirimidinica elimina el enlace 5’ fosfodiester, dejando un hueco en la cadena
de ADN sin nucleétido, que es rellenado por la ADNp 7. Por dltimo actia la ADN

ligasa III que une la nueva base al resto de la cadena.

1.1.3 Cadena de transporte electronico. Fosforilacion oxidativa (OXPHOS)

La mitocondria genera la mayor parte de la energia que requieren las células eucariotas
mediante la oxidacion aerdbica de sustratos, que genera potencial reductor en forma de
NADH y FADH,. Los electrones generados por oxidacién del NADH y del FADH,,
pasan a través de cuatro complejos proteicos, la cadena de transporte electrénico, hasta
reducir el oxigeno y formar agua. Este proceso ocurre en varios pasos de oxidacion-
reduccién y por eso recibe el nombre de cadena. La cadena respiratoria almacena la
energia en forma de gradiente de concentracion de protones. Este gradiente es el que se
aprovechard para sintetizar ATP en la matriz mitocondrial, con la ayuda de una

ATPsintasa.
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Figura 5. Representacion del sistema OXPHOS. Las lineas punteadas representan la direccion del flujo de electrones, mientras
que las flechas rellenas muestran la translocacién de los protones. Q, ubiquinona; QH,, ubiquinol; cyt ¢, citocromo ¢ (Modificada
de Nijtmans L, 2004)



La cadena respiratoria estd constituida por cuatro complejos multienzimaticos y dos
moléculas mdviles que unen a los anteriores. Las moléculas mdviles son la ubiquinona
y el citocromo c. Los complejos I, III, IV participan en la oxidacion de NADH,
produciendo tres ATPs por cada NADH, mientras que la oxidacién del FADH,, en la
que participan los complejos II, III y IV, produce solo dos ATPs por cada FADH,. Los
electrones que llegan a la cadena de transporte electronico siempre lo hacen desde el
interior de la mitocondria, es decir que el NADH y el FADH; se encuentran en la matriz
mitocondrial. Cuando los electrones se transfieren desde el complejo I o II hasta el
oxigeno, que también estd en el interior de la mitocondria, los protones se bombean
hacia el espacio intermembranoso, generando un gradiente. La ATPsintasa utilizando
este gradiente, genera ATP en la matriz mitocondrial.

La ruta seguida por los electrones a través de la cadena de transporte electrénico se
conoce, en gran parte, por el uso de inhibidores del transporte electrénico. Algunos de
estos inhibidores son:

- Complejo I: rotenona y amital

Complejo III: antimicina A

Complejo IV: cianuro

Complejo V: oligomicina

El grupo flavina mononucleétido (en adelante FMN) del complejo I traspasa dos
electrones desde el NADH y pasa a la forma reducida FMNH,, cogiendo para ello un
protén de la matriz. Los electrones del FMNH, pasan a una agrupacion hierro-azufre,
que los transporta de uno en uno quedando los protones libres que pasan al espacio
intermembranoso. Los electrones saldran del complejo I hasta la ubiquinona (UQ), que
es capaz de transportar dos electrones y dos protones. El paso de los electrones por el
complejo I provoca un bombeo de protones desde el interior de la mitocondria. La
ubiquinona coge los dos protones del medio que le hacen falta para reducirse a UQH,, y
cede los electrones al complejo III. El primer componente que actia de este complejo es
el citocromo b, que contiene un grupo hemo con un dtomo de hierro, que pasa de Fe’* a
Fe®* y los cederd a una agrupacién hierro-azufre quedando de nuevo en estado oxidado.
Esta agrupacion cede el electrén al citocromo c¢; que lo pasa al citocromo ¢ que esté
fuera del complejo III. Este citocromo ¢ los pasa al complejo IV, cediéndoselos a un
atomo de cobre. De aqui pasan al citocromo a, a otro d&tomo de cobre y finalmente al

citocromo a; que se los cede al oxigeno. El complejo IV actia como una bomba de



protones que funciona gracias a la energia obtenida por las reacciones redox. La
formacion de agua requiere de electrones y protones de la matriz mitocondrial. Cada vez
que el NADH se reoxida cede dos electrones, por lo que sélo es capaz de reducir un
atomo de oxigeno. Se necesita que se reoxiden dos moléculas de NADH para que
lleguen cuatro electrones a la vez. Hasta que no lleguen cuatro electrones juntos no se
reduce el oxigeno para dar dos moléculas de agua.

Los electrones que cede el FAD a la cadena de transporte electrénico, provienen del
ciclo de Krebs a partir del succinato, que se encuentra en el matriz mitocondrial. Este
succinato da lugar al fumarato mediante la pérdida de dos protones que recoge el FAD
dando lugar al FADH,. Los electrones pasardn a una agrupacion hierro-azufre y de ahi a
la UQ. De aqui en adelante el proceso es el mismo que cuando cede los electrones el
NADH. El complejo II no transporta protones a través de la membrana mitocondrial
interna.

Los diferentes complejos de la cadena de transporte electronico no estdn organizados de
forma individual, sino que estdn agrupados entre ellos. Mediante el andlisis de
estructuras cristalinas se ha visto, por ejemplo, que el complejo III y IV forman dimeros
(Tsukihara T, 1995) (Xia D, 1997). Ademads actualmente se piensa que los dimeros
podrian estar organizados entre ellos formando supercomplejos, estabilizados por

interacciones hidrofébicas (Shigger H, 2000).

1.1.3.1 Control de la fosforilacion oxidativa

En los ultimos afios ha habido un gran avance en el estudio del control metabdlico de la
fosforilacion oxidativa, principalmente motivados por el hecho de que mutaciones en el
ADNmt puedan producir defectos en la obtencién de energia, incluso en la presencia de
ADNmt salvaje. Experimentos sobre tejido aislado de rata utilizando concentraciones
crecientes de inhibidores del complejo I, III o IV, han sugerido que la actividad de cada
componente de la cadena de transporte electrénico es mucho mas elevada que la
cantidad requerida para soportar la tasa de respiracion endégena (Letellier T, 1994)
(Taylor RW, 1994).

El control de la respiraciéon fue originalmente definido como la estimulaciéon de la
respiracion de mitocondrias aisladas por ADP, seguido por su consumo después de la
conversion de ADP en ATP (Lardy HA, 1952). Este fendmeno fue explicado por la
teoria quimiosmoética de Mitchell (Mitchell P, 1961): la entrada de ADP a la

mitocondria estimula la ATPsintasa acompafiado por una disminucién del potencial de



membrana, que en consecuencia estimula la actividad de tres bombas de protones y asi
la respiraciéon mitocondrial.

Mis recientemente se ha postulado un segundo mecanismo de control de la respiracion
basado en la inhibicién alostérica por ATP de la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV), a
valores elevados del ratio ATP/ADP (Arnold S, 1997). Tanto el ATP como el ADP se
unen al mismo sitio por el lado de la matriz mitocondrial, en la subunidad
transmembrana de la subunidad IV (Napiwotzki J, 1997). Este sitio de unién al
complejo IV fue descubierto utilizando un anticuerpo contra el complejo IV, con lo que
se impedia la unién del ATP, y su efecto inhibitorio sobre la fosforilacién oxidativa.
Este segundo mecanismo de regulacion es independiente del potencial de membrana, y
ocurre cuando el ATP desplaza al ADP del lugar de unién en el complejo IV, a elevados
valores del ratio ATP/ADP (Arnold S, 1999). Esta inhibicién por ATP de la citocromo ¢
oxidasa no se da en bacterias y puede ser alterado por hormonas como por ejemplo

pueden ser las hormonas tiroideas.

1.1.3.2 Complejos de la fosforilacion oxidativa

En la fosforilacién oxidativa estdn involucrados cinco complejos proteicos que estan
asociados con diferentes grupos prostéticos, con actividad redox y con potenciales de
reduccién sucesivamente crecientes. Estos complejos pueden moverse lateralmente
dentro de la membrana mitoncondrial interna. A continuacién describiremos

brevemente cada uno de ellos.

1.1.3.2.1 Complejo I: NADH-Ubiquinona Oxidorreductasa (EC 1.6.5.3)

El complejo I es el punto de entrada para la mayoria de electrones que atraviesan la
cadena de transporte electrénico. Este complejo asocia la oxidacién del NADH y la
reduccidén de la ubiquinona, con la generacion de un gradiente de protones que se usara
en la sintesis de ATP. Este complejo se encuentra en la mitocondria de las células
eucaridtas y en la membrana plasmatica de las bacterias fotosintéticas purpuras. La

reaccion catalizada por este complejo es la siguiente:

NADH + H" + Q +4H" <> NAD" + QH, + 4H"

El complejo I de mamiferos es un holoenzima de casi 980 kDa formado por dos partes

funcionales: una de ellas es un brazo catalitico que estd localizado en la cara de la



membrana que da a la matriz mitocondrial, y la otra un brazo inmerso en la membrana
mitocondrial interna que se encarga de bombear los protones. Este complejo estd
formado por al menos 39 proteinas estructurales diferentes codificadas por el genoma
nuclear y siete subunidades codificadas por el genoma mitocondrial (Carrol J, 2003).
Ademads este complejo contiene una molécula de FMN (grupo prostético con actividad

redox) y seis o siete centros de hierro-azufre que participan en el transporte electrénico.

Figura 6. Representacion esquemdtica de las
diferentes subunidades que forman el complejo Iy su
posible topologia dentro del complejo. Los
homologos bovinos estdn escritos en gris, y las
subunidades humanas en las que se han encontrado
mutaciones estdn marcadas con un asterisco.
(Obtenido de Nijtmans L, 2004)

Tanto la FMN como la Coenzima Q (en adelante CoQ) pueden adoptar tres estados de
oxidacion. A pesar de que el NADH puede participar s6lo en la transferencia de dos
electrones, tanto la FMN como el CoQ son capaces de aceptar y dar, ya sea uno o dos
electrones, debido a que sus formas semiquinona son estables. La CoQ tiene una cola
hidrofébica que la hace soluble en la bicapa lipidica de la membrana mitocondrial
interna.

En los udltimos afios los estudios sobre el complejo I han adquirido mucha relevancia ya
que se ha visto que muchas enfermedades mitocondriales tienen su origen en problemas
estructurales o funcionales de este complejo. Aunque muchas veces estas mutaciones se
han encontrado en genes codificados por el ADNmt, la proporcién es minima con
respecto a las mutaciones que se han descrito en los genes de las subunidades del
complejo I codificadas en el nucleo. Estudios recientes se han centrado en como afectan
estas mutaciones al ensamblaje de las diferentes subunidades del complejo 1 (Ugalde C,

2004).

1.1.3.2.2 Complejo II: Succinato-ubiquinona oxidoreductasa (EC 1.3.5.1)

Este es el complejo mds pequeiio de la cadena de transporte electronico. Este complejo

cataliza una reaccién en el ciclo de Krebs, la conversién de succinato a fumarato y



ademads en la cadena de transporte electrénico, transfiriendo electrones del succinato a la

ubiquinona.

Esp.Intermemhrana Figura 7. Vista esquematica del complejo
II de la cadena respiratoria. El dibujo
muestra el enzima SDH formado por las

r??\ subunidades Fp e Ip, anclado a la

membrana mitocondrial interna por las
subunidades C y D. (modificado de Rustin
P, 2002)

succinato fumarate

A diferencia de los complejos I y III, este complejo no transloca protones desde la
matriz mitocondrial al espacio intermembrana. El complejo II estd formado por cuatro
polipéptidos codificados por el genoma nuclear (Hagerhall C, 1997) y se puede dividir
en dos partes, una formada por la succinato deshidrogenasa y otra formada por las
proteinas necesarias para anclarlo a la membrana. Ademds de las cuatro subunidades
contiene tres centros hierro-azufre, una molécula FAD y un citocromo bssg.

El déficit de complejo II se caracteriza por una disminucién en la oxidacion de los
sustratos FADH, dependientes, como el succinato, y por una oxidacién de los sustratos
NADH dependientes, como son el malato y el aspartato. Las primeras mutaciones de
este complejo fueron encontradas en el afio 1995 en la subunidad que contiene el grupo
FAD (SDHA), y cursan con un desorden neuroldgico, leucodistrofia y sindrome de

Leigh (Bourgeron T, 1995).

1.1.3.2.3 Complejo III: Ubiquinol-Citocromo ¢ reductasa (EC 1.10.2.2)

El complejo III cataliza la transferencia electrénica entre la ubiquinona y el citocromo c.
Estd compuesto por once unidades y muchos grupos redox, incluyendo un citocromo
bse2, un citocromo bsgs, un citocromo c; y un centro de hierro-azufre (Berry EA, 2000).
Este complejo utiliza la energia liberada en el transporte de electrones, para hacer pasar
protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana. La reaccion que cataliza este

complejo es la siguiente:

QH, + 2 Fe-cit®™ + 2H' & Q + 2 Fe-cit** + 4H*



La subunidad III de este complejo es la que estd codificada por el genoma mitocondrial,
y contiene el citocromo b, de bajo potencial bsss, y de alto potencial bss,. La subunidad
IV contiene el citocromo c¢; y la subunidad V contiene el centro hierro-azufre, llama
proteina de Rieske. El mecanismo de accién del complejo III se conoce con el nombre

de “ciclo Q”. Existen dos centros distintos de reaccién de ubiquinonas en el complejo

ims

ite
. matrix

Figura 8. (A) Estructura del comblejo bcl de mitocondria de corazén de pollo. (obtenida de
www.life.uiuc.edu/crofts/bc-complex-site/; estructura deducida por Ed Berry); (B) Ciclo Q describiendo los
movimientos de los electrones y protones a través del complejo III. Los electrones son transferidos desde el
ubiquinol (QH>), mediante el centro proteico Rieske 2Fe-2S, el citocromo c; (cyt ¢;), el citocromo ¢ (cyt ¢) y los
grupos hemo bses y bsep a 1a ubiquinona (Q). ims, espacio intermembrana (obtenida de Nijtmans L, 2004)

III, uno en el exterior (Qex) y otro en el interior (Qjy). En un primer paso en el centro
Qext €l primer electrén es transferido desde el ubiquinol (QH») al centro hierro-azufre
para formar una ubisemiquinona inestable. El electrén es mds adelante transferido desde
el citocromo c; al citocromo c. Después, otro electron es transferido desde el grupo
hemo bsgs al grupo hemo bss; y de aqui a la ubiquinona en el centro Qjy, para formar
una ubisemiquinona estable, la cual permanece unida en Q. En un segundo ciclo
donde la QH; estd unida en Qy;, la ubisemiquinona es reducida a QH; por un segundo
electrén y por la asociacion de dos protones provenientes de la matriz mitocondrial. El
resultado neto es que un ubiquinol (QH,) es oxidado a ubiquinona (Q), dos moléculas
de citocromo ¢ son reducidas, dos protones son recogidos de la matriz y otros dos
protones son liberados al espacio intermembrana.

Las primeras mutaciones que se encontraron en la subunidad codificada por el genoma
mitocondrial (citocromo b), provocaban el sindrome de LHON (Johns DR, 1991). Otras
mutaciones encontradas en este gen provocaban miopatia e intolerancia al ejercicio
(Andreu AL, 1998) (Andreu AL, 1999). Recientemente se han encontrado mutaciones

en los genes que codifican proteinas que participan en el ensamblaje del complejo III,



como es la proteina BCS1L. Esta proteina se ha encontrado mutada en pacientes con

tubulopatia, encefalopatia y fallo hepético (De Lonlay P, 2001).

1.1.3.2.4 Complejo IV: Citocromo ¢ oxidasa (EC 1.9.3.1)

Este complejo es el tltimo enzima de la cadena respiratoria y cataliza la oxidacién del
citocromo c¢ y la consecuente reduccién del oxigeno a agua. En esta reaccion cuatro
electrones son transferidos al oxigeno para formar agua y cuatro electrones son
translocados a través de la membrana mitocondrial interna.

El complejo IV de mamiferos estd formado por trece subunidades. Las tres subunidades
mdés largas estdn codificadas por el ADNmt, mientras que todas las demds estdn
codificadas por el genoma nuclear. Las subunidades codificadas en el ADNmt contienen
grupos prostéticos y forman el centro catalitico del enzima. La subunidad I contiene el
grupo hemo a y el grupo a;, y el &tomo de cobre B (Cug). La subunidad II contiene otro
atomo de cobre (Cuy) y es el sitio de union del citocromo c. El centro hemo a;-Cug
binuclear es el sitio donde se reduce el oxigeno (Tsukihara T, 1995). La funcién de las
subunidades codificadas por el genoma nuclear no estin muy claras, pero se piensa que
pueden participar en el correcto ensamblaje, el funcionamiento del enzima o como

moduladores alostéricos que regularian la actividad catalitica del enzima.

Figura 9. Estructura de la citocromo oxidasa donde se
pueden observar las subunidades codificadas por el genoma
mitocondrial: I (azul), II (verde) y III (naranja). (Modificada
de www.life.uiuc.edu/crofts/bioph354/images/cyt-ox/

Se han encontrado mutaciones en las subunidades codificadas en el genoma

mitocondrial I, II y III, pero en cambio no se han encontrado en las subunidades



codificadas por el genoma nuclear. Como se ha comentado con anterioridad, muchos de
los pacientes en los que se ha diagnosticado déficit de actividad del complejo IV, son
portadores de mutaciones en genes que codifican proteinas que participan en el
ensamblaje del complejo (SURF1, Scol, Sco2, COX10 y COX15) (Barrientos A, 2002)
(Antonicka H, 2003).

1.1.3.2.5 Complejo V: ATPsintasa, F{F,-ATPasa (EC 3.6.1.34)

La ATP sintasa es el quinto complejo de la fosforilacién oxidativa. Cataliza la sintesis
de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico, utilizando el gradiente de protones
generado a través de la membrana mitocondrial interna, por la cadena de transporte
electrénico. El complejo estd formado por dos dominios funcionales, F; y Fy, los cuales
estan conectados entre si por otra subunidad. La estructura de la subunidad hidrofilica
F; fue resuelta en el afio 1994 y estd formada por cinco subunidades (o, B, 0, 7, €)
(Abrahams JP, 1994). En la subunidad que conecta los dos dominios funcionales y en
Fo, se encuentran las dos unicas subunidades codificadas por el genoma mitocondrial
(ATPase 6 y ATPase 8).

La subunidad Fj estd inmersa en la membrana mitocondrial interna y funciona como un
poro de protones, transfiriendo la energia liberada por el flujo de protones hacia la
subunidad catalitica F;, donde se forma el ATP. Se acepta un mecanismo del tipo motor
rotatorio como forma a través de la cual la energia es transferida desde la bomba de

protones (subunidad Fy) a la subunidad catalitica (subunidad F;) (Stock D, 1999).

Figura 10. (A) Representaciéon esquemdtica de la ATP sintasa mitocondrial, donde se
distinguen la subunidad Fo, anclada en la bicapa lipidica y la subunidad F1 inmersa en la matriz
mitocondrial (obtenido de www.unfiasi.ro/mg/biochimie/rom/energetica.htm). (B) Estructura
cuaternaria de la ATP sintasa. (obtenido de www.life.uiuc.edu/crofts/bioph354/lect10.html)



Se ha visto ademds que la ATPasa en determinadas condiciones puede funcionar de
modo inverso al habitual, es decir, hidrolizando ATP para formar ADP y bombeando
protones al espacio intermembrana, para contribuir al mantenimiento del potencial de
membrana. Esta actividad hidrolitica est4 regulada por la unién de la proteina inhibidora
IF1 (Cabezén E, 2001).

La primera mutacion puntual del genoma mitocondrial en un gen estructural de la ATP
sintasa (ATPase 6) fue descubierta en el afio 1990 (Holt 1J, 1990). Esta mutacién estuvo
asociada primero a NARP y después al sindrome de Leigh. Hasta el momento no se han
encontrado mutaciones en ninguna de las subunidades codificadas por el genoma

nuclear.

1.2 Estrés oxidativo y mitocondria

1.2.1 Especies reactivas de oxigeno

Clasicamente se asocia a la mitocondria como la gran productora de energia del
organismo en forma de ATP durante el metabolismo aerdbico, pero también es una
fuente muy importante de produccién de ROS por la cadena de transporte electrénico,
jugando un papel muy importante en el envejecimiento y el desarrollo de enfermedades.
La denominacién de ROS es normalmente utilizada para describir una variedad de
moléculas y de radicales libres derivados del oxigeno molecular. Quimicamente un
radical libre se define como cualquier &tomo, grupo de dtomos o moléculas en un estado
particular con un electrén desapareado ocupando un orbital externo. Este electrén
desapareado en el dltimo orbital proporciona unas caracteristicas y una reactividad
quimica muy elevada a estas moléculas. El electron desapareado tiene una fuerte
tendencia a interaccionar con otros electrones, para asi ganar una configuracion
electrénica mas estable, y formar un enlace quimico. Mediante esta accion, la molécula
atacada se convierte a su vez en un radical con lo que empieza una reaccién en cadena.

El anién superdxido (O ™) es el producto de la reduccion de un electrén del oxigeno, es
el precursor de muchas ROS y un mediador en reacciones en cadena de carécter
oxidativo. La dismutacion del anién super6xido, que puede ser espontdnea o por una
reaccién enzimadtica catalizada por la superéxido dismutasa, produce perdxido de
hidrégeno (H,0;), que a su vez puede ser totalmente reducido a agua o parcialmente
reducido al radical hidroxilo (OH-), uno de los oxidantes mas fuertes de la naturaleza. El
radical hidroxilo es tan reactivo que puede reaccionar con casi todas las moléculas

bioldgicas. Asi, cuando se forma el radical hidroxilo in vivo, este reaccionard con



cualquier molécula presente en el mismo sitio de su formacion ya sean lipidos proteinas
o ADN. La formacion del radical hidroxilo estd catalizada por metales de transicion
reducidos, mediante la conocida reaccion de Haber-Weiss. A continuaciéon se muestra

una reaccion tipica tomando como ejemplo el hierro como metal reducido:

Fe* +0, —> Fe*+0,
Fe** +H,0, — > Fe’*+.0H+OH
02_ + H202 > 02 +-OH + OH"

El radical super6xido puede reaccionar con otros radicales incluyendo el 6xido nitrico
(NO:), en una reacciéon controlada por la difusién de ambos radicales. El producto
formado se denomina peroxinitrito y es un oxidante muy potente (Bechkman JS, 1996).
El anién superéxido puede ser producido de forma enzimdtica por accién de las
NADPH oxidasas, localizadas en la membrana celular de las células
polimorfonucleadas, macréfagos y células endoteliales (Babior BM, 2000) (Vignais PV,
2002), o por las oxigenasas citocromo Psso dependientes (Coon MIJ, 1992). La
conversion proteolitica de la xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa proporciona otra
fuente enzimdtica de anién superdxido y perdxido de hidrégeno. Existe también una
fuente no enzimdtica de anién superdxido, que se da cuando un solo electrén es
directamente transferido al oxigeno por coenzimas o grupos prostéticos reducidos, o por
xenobidticos previamente reducidos por otros enzimas. La cadena de transporte
electrénico mitocondrial contiene muchos centros redox que pueden ceder electrones al
oxigeno, constituyendo la principal fuente de anién superéxido en muchos tejidos. El
potencial estdndar de reduccién para la conversion del oxigeno molecular a anién
superdxido es de —0,160 V (Wood PM, 1987). En el interior de la mitocondria existe un
ambiente altamente reductor por lo que varios componentes de la cadena respiratoria,
incluyendo las flavoproteinas, las centros hierro-azufre y las ubisemiquinonas, son
termodindmicamente capaces de transferir un electrén al oxigeno. La velocidad de
formacion de anién superdxido por la cadena de transporte electrénico puede aumentar
cuando el flujo de electrones decrece y asi aumenta la concentracién de donantes de
electrones y cuando la concentraciéon de oxigeno aumenta (Turrens JF, 1982). La
formaciéon de anién superéxido también puede aumentar debido a la presencia de

algunos inhibidores (por ejemplo rotenona, que inhibe el complejo I, o antimicina que



inhibe el complejo III), que pueden provocar que los transportadores anteriores al sitio

de inhibicion estén altamente reducidos.

0 2 Oz. Espacio intermembrana
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Figura 11. Representacion esquemadtica de los principales lugares de generacion de ROS en la cadena de
transporte electrénico. El complejo I genera anién superdéxido solamente en la matriz mitocondrial, mientras
que el complejo 11, lo genera tanto en la matriz como en el espacio intermembrana (Modificado de Chen Q,
2003)

La produccion de anion superdxido se puede dar en la membrana mitocondrial externa,
en la matriz, y a ambos lados de la membrana mitocondrial interna (tabla 3). El
complejo III de la cadena de transporte electrénico parece ser el responsable de la
mayoria del anién superéxido producido en las mitocondrias del corazén y pulmones
(Turrens JF, 1982) (Turrens JF, 1980), mientras que la formacién de anidén superéxido
en el cerebro en condiciones normales, parece ser producido por el complejo I (Barja G,

1999).

ENZIMA PRODUCTOR LUGAR DE PRODUCCION  BIBLIOGRAFIA
Complejo I (NADH DH) Membrana interna-cara interna  (Turrens JF, 1982)
Complejo II (Succinato DH) Membrana interna-cara interna  (Zhang Z, 1998)

Complejo III (ubiquinol Cit ¢ ) _ )
Membrana interna-cara interna ~ (Boveris A, 1976)
reductasa

Complejo III (ubiquinol Cit c
Membrana interna-cara externa  (Han D, 2001)

reductasa
Glicerol fosfato DH Membrana interna -cara externa (Drahota Z,2002)
Dehidroororato DH Matriz mitocondrial (Forman HJ, 1976)
Mono aminoxidasa Membrana externa (Hauptmann N, 1996)

Tabla 3. Localizacién mitocondrial de las principales fuentes de anién superdxido en la mitocondria. (DH;
deshidrogenasa) (Obtenida de Turrens JF, 2003)



Mientras que el anidn superdxido que se ha generado en la matriz es eliminado en este
compartimento, parte del anién superdxido producido en el espacio intermembrana
puede ser transportado hasta el citoplasma por canales anidnicos dependientes de voltaje
(Han D, 2003).

Aunque en condiciones normales existe un balance entre la formacién y la destruccién
de ROS, por accioén de las defensas antioxidantes, se postula que en muchas patologias
las defensas antioxidantes pueden resultar insuficientes y se puede producir una
situacion de estrés oxidativo que podria desembocar en apoptosis y muerte celular
(Kroemer G, 1998). Una de las situaciones que suelen desembocar en apoptosis o
muerte celular programada sucede porque al incrementar las ROS, aumenta la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa mediante la abertura de los poros
de transicion. Esta abertura se produce por la oxidacion del glutation intracelular y otros
grupos sulfihidrilo (Chernyak BV, 1997). Como resultante de este proceso el citocromo
¢ pasa del espacio intermembrana al citoplasma donde se une al factor Apaf-1. En
presencia de ATP este complejo polimeriza con un oligémero conocido con el nombre
de apoptosoma, que activa una cascada de reacciones proteoliticas, donde estan
involucradas diversas caspasas. Esta cascada a su vez activa diferentes ADNasas, dando
como resultado final la muerte de la célula (Li P, 1997).

Como se ha comentado con anterioridad otra especie reactiva de oxigeno muy
importante es el peroxinitrito, que se forma por la reaccion del anién superéxido con el
oxido nitrico. El 6xido nitrico es un vasodilatador que se origina cuando la arginina pasa
a citrulina, en una reaccién catalizada por las 6xido nitrico sintasas. Recientemente se
ha descubierto que en la matriz mitocondrial se encuentra una forma de este enzima
(Ghaufourifar P, 1997). Aunque no se conoce mucho su funcién, la formacién de 6xido
nitrico en la mitocondria puede tener importantes consecuencias porque este compuesto
se une a los grupos hemo de los citocromos (en particular a la citocromo oxidasa) y

puede inhibir la respiracion e estimular a su vez la formacidn de anién superéxido.

1.2.1.1 Produccion de ROS en la cadena de transporte electronico

Como se ha comentado en el apartado anterior las principales fuentes de anién
superoxido en la cadena de transporte electronico son el complejo I y el III. Existen
muchos estudios en la literatura encaminados a dilucidar el lugar exacto de la
produccién del anién superdxido en estos complejos. Todos estos estudios se han

realizado con la ayuda de diferentes inhibidores de la cadena, que segun el lugar de



inhibicién especifico en cada complejo, pueden aumentar o no la produccién de ROS.
En estos estudios ha sido muy util la resolucion de la estructura por rayos X del
complejo III (Iwata S, 1998) (Crofts A, 2004), no asi en el caso del complejo I, que
debido a su gran complejidad y numero de subunidades, todavia no se ha podido
resolver. En este complejo, en un estudio reciente realizado sobre mitocondrias de
cerebro de rata, se ha visto que el lugar mas probable de produccién del anidén
superdxido estd cercano al FMN (Kudin AP, 2004).

En un estudio sobre el lugar de produccion de anién superdxido por el complejo III, se
observo que el lugar desde donde se cede el electrén al oxigeno es el sitio de oxidacién
del ubiquinol llamado Qp y que estd situado en el lado del espacio intermembrana y
alejado de la cara de la matriz (Muller F, 2004). Ademas este trabajo ha demostrado que
el complejo III produce anién superéxido a ambos lados de la membrana mitocondrial
interna, si bien no queda muy claro como el anién superoxido se puede generar en la
matriz, si el lugar Qq estd en la cara del espacio intermembrana. Los autores de este
articulo plantean diferentes hipdtesis para resolver este problema. La primera de ellas
postula que una semiquinona sin carga podria escapar del sitio Qg a través de un tinel
hidrofébico que la dejaria en medio de la membrana mitocondrial interna. A partir de
aqui la semiquinona podria difundir a ambos lados de la membrana. En la interfase
lipido/acuosa la semiquinona perderia su proton y reaccionaria con el oxigeno formando
el anioén superoxido. La segunda hipétesis postula que el oxigeno reacciona con una
semiquinona sin carga en la parte hidrofébica del sitio Qop, para dar lugar a la forma
protonada del anién superéxido (HO;). Esta especie protonada se puede formar en
ambientes no acuosos, mientras que la no protonada no se puede formar (Nohl H, 1990),
y ademads la especie protonada puede atravesar facilmente las membranas mientras que
la no protonada no puede atravesarlas (Takahashi MA, 1983). Desde el sitio Qo, el HO,
podria difundir a través del tinel hidrofébico al medio de la membrana mitocondrial

interna, y a partir de aqui difundir a ambas caras de ella.

1.2.2 Defensas Antioxidantes celulares

Los sistemas de defensa antioxidante son esenciales para detoxificar las ROS en las
células aerdbicas. Halliwell en el afio 1995 defini6 a los antioxidantes como sustancias
que ya sea directa o indirectamente, protegen a las células contra los efectos adversos de
xenobidticos, drogas, carcindgenos y reacciones toxicas radicalarias (Halliwell B,

1995). Las sustancias antioxidantes pueden directamente destruir el anién superdxido u



otros radicales libres, o pueden estimular los mecanismos de detoxificacion dentro las
células, previniendo asi el desarrollo de numerosos procesos patologicos.

Las principales defensas antioxidantes son los llamados enzimas antioxidantes, entre los
que se encuentran la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa. A

continuacion se comentara brevemente cada uno de ellos.

1.2.2.1 Superoxido dismutasa (EC 1.15.1.1)

La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la conversiéon del radical libre superéxido a
peréxido de hidrégeno, que a su vez puede ser eliminado por la catalasa o la glutation
peroxidasa. La reaccion que cataliza este enzima es la siguiente:

0, " +0, + 2H* SOD » H,O;, + O,

Otra funcién de la superdxido dismutasa es proteger a las deshidratasas (fumarasa, 6-
fosfogluconato deshidratasa, etc.) contra la inactivacion por el radical superdxido
(Benov L, 1998).

En humanos se han encontrado tres formas del enzima: la citosélica (Cu,Zn-SOD), la

mitocondrial (Mn-SOD) y la extracelular (EC-SOD), que se describen a continuacion.

a) Cu,Zn-Superéxido dismutasa (SOD-1)

Este enzima estd formado por dos subunidades idénticas de unos 32 kDa y cada una
contiene en su centro activo un adtomo de zinc y uno de cobre. Estos dos dtomos se
encuentran anclados al residuo histidina nimero 61 (Banci L, 1998). La SOD-1 se suele
encontrar en el citoplasma de las células, aunque estudios recientes también la han
encontrado en el espacio intermembrana de las mitocondrias (Takeuchi H, 2002).

Este enzima se puede inactivar por accion del per6xido de hidrégeno, al oxidar el

residuo de histidina donde estan anclados los dos dtomos metalicos (Liochev SI, 1998).

Figura 12. Estructura de un monémero de la
SOD cobre-zinc humana. El enzima estaria
formado por dos monémeros como el de la
imagen (modificado de Battistoni A, 1996)




El gen que codifica para la SOD-1 estd localizado en el genoma nuclear en el
cromosoma 21. Durante un tiempo se pensé que podia estar relacionado con el
sindrome de Down, pero posteriormente se vio que ninguno de los sintomas mas
importantes de la enfermedad se debia a la sobreexpresion de este enzima.

En estudios realizados sobre ratones knock-out para este gen se ha observado que son
aparentemente normales y solo se aprecian diferencias después de lesiones trauméticas

(Reaume A, 1996)

b) Mn-Superéxido dismutasa (SOD-2)

Este enzima es un homotetrdmero de 96 kDa que contiene un d&tomo de manganeso por
subunidad. El &tomo de manganeso cambia su valencia durante la dismutacion del anién
superéxido de forma ciclica (de Mn** a Mn** y otra vez a Mn®").

La SOD-2 estd codificada en el genoma nuclear, la proteina se sintetiza en el
citoplasma, y gracias a un péptido sefial es redirigida a la matriz mitocondrial (Weisiger

RA, 1973).

Figura 13. Estructura cuaternaria de la SOD
manganeso humana. Cada subunidad que
forma el tetramero se muestra de un color
diferente, y el centro activo estd coloreado de
color verde oscuro (modificado de Leveque
VI, 2000)

La expresion de SOD-2 se da en la mayoria de tejidos y tipos celulares, ademds a
niveles elevados. En un estudio del afio 1995 utilizando un ratén knock-out para este
enzima, se observd que los animales no sobrevivian mas alld de las tres semanas de
edad (Li Y, 1995). Por lo tanto parece claro que la actividad de este enzima es necesaria

para la vida.

¢) EC-Superéxido dismutasa (SOD-3)

La SOD extracelular es un glicoproteina enzimatica secretada, de estructura tetramérica,

que contiene al igual que la SOD-1 un dtomo de cobre y otro de zinc. Su peso molecular



es de unos 135 kDa. Se encuentra en los espacios intersticiales de tejidos y también en
fluidos extracelulares. Es la principal fuente de actividad SOD en plasma, linfa y fluido
sinuvial (Adachi T, 1998).

Este enzima controla la disponibilidad del anién superéxido extracelular, hecho muy
importante para la regulacion de muchas vias metabdlicas, incluyendo la via de

inactivacion del acido nitrico (Levin ED, 1998).

1.2.2.2 Catalasa (EC 1.11.1.6)

La catalasa es una enzima tetramérica formada por cuatro subunidades idénticas de 60
kDa. Esta enzima reacciona con el per6xido de oxigeno para formar agua y oxigeno
molecular, segun la siguiente reaccion:

2,0, —2L 5 2H,0+0,

La catalasa es un enzima peroxisomal presente en casi todos los organismos aerébicos,
y tiene la funcién de proteger a la célula ante los efectos toxicos de los peroxidos de
hidrégeno. Siendo uno de los enzimas mas eficientes que se conocen. Esta enzima se
une al cofactor NADPH, y aunque no estd muy claro cual puede ser su funcién, parece
ser que este cofactor protegeria al enzima de la oxidacién mediada por su propio

sustrato (Kirkman HN, 1999).

Figura 14. Estructura cuaternaria de la catalasa, donde se
aprecian los cuatro mondémeros que forman el enzima (obtenido
de Ko TP, 2000).

La catalasa podria tener un papel importante en la adquisiciéon de tolerancia al estrés
oxidativo en la respuesta adaptativa de las células (Hunt C, 1998). En un estudio muy
reciente sobre un raton knock-out para este enzima, se ha visto que fenotipicamente era
igual que el ratén salvaje y que s6lo presentaba alguna diferencia en determinados

tejidos y determinados modelos de estrés oxidativo a los que se sometian los tejidos,



destacando que la actividad catalasa puede tener mayor importancia en un tejido que en

otro (Ho YS, 2004)

1.2.2.3 Glutation Peroxidasa (EC 1.11.1.19)

Este enzima cataliza la reduccién de una amplia variedad de hidroperéxidos (ROOH y

H,0,) utilizando glutatién reducido. La reaccion catalizada es la siguiente:

ROOH +2GSH -SP*_, ROH + GSSG + H,0

El gasto de glutation reducido producido por la actividad de la glutation peroxidasa es
regenerado por accion de otro enzima, la glutation reductasa que a su vez necesita del
cofactor NADPH. La via principal de produccién de NADPH es la via de las pentosas,
por lo que también es necesaria su activacion.

En mamiferos existen por los menos hasta cinco isoenzimas de la glutatién peroxidasa
(GPx), y aunque su expresion es ubicua, los niveles de cada isoforma pueden variar de
un tejido a otro. La forma citosélica o mitocondrial (GPX1) se localiza en la mayoria de
tejidos aunque predomina en eritrocitos, rifion e higado. La GPX4 se localiza en el
citosol, estd asociada a la membrana de muchos tejidos y puede reducir directamente
hidroperéxidos de fosfolipidos, de dcidos grasos y de colesterol, que se pueden producir
en membranas y lipoproteinas (Imai H, 1998). La forma GPX2 es citosdlica y se
expresa abundantemente en el tracto gastrointestinal y la forma GPX3 es la plasmatica.
La forma GPXS3 se expresa especificamente en epididimo y es seleno-independiente (De
Haan J, 1998).

La forma GPX1 es un tetramero de 80 kDa que contiene un residuo de selenocisteina en
cada subunidad, que es esencial para su actividad (Ding L, 1998). Se ha visto que el
ciclo redox del glutatién es una de las formas mas importantes de proteccion contra
niveles bajos de estrés oxidativo, mientras que la catalasa seria mas importante a niveles
elevados (Yan H, 1997). Se han construido ratones transgénicos que no expresan las
isoenzimas GPX1(De Haan JB, 1998), GPX2 (Esworthy RS, 2000), y GPX4 (Yant LJ
2003). Los ratones que no expresan GPX1 o GPX2 no presentan ninguna diferencia con
los ratones salvajes en condiciones normales, simplemente parecen ser mas susceptibles
al estrés oxidativo. En cambio la falta de la isoenzima GPX4 es mucho mas severa ya
que los embriones de estos ratones no son viables. Recientemente se ha publicado un

trabajo donde han sobreexpresado en ratén la isoforma humana de GPX4, observandose



que las células del ratén son mucho mas resistentes al estrés oxidativo y a la apoptosis

(Ran Q, 2004)

1.2.3 Daio oxidativo a estructuras celulares vy marcadores de oxidacion

El estrés oxidativo en los sistemas bioldgicos se da cuando la produccion de ROS o de
oxido nitrico supera la actividad de las defensas antioxidantes. Estas especies son
capaces de modificar quimicamente todas las biomoléculas de la célula (por ejemplo
lipidos, proteinas y dcidos nucleicos), cambiando su estructura y también su funcién. En
los apartados siguientes se verdn las alteraciones mas comunes de estas biomoléculas

asi como los marcadores que se utilizan en cada caso para su deteccion.

1.2.3.1 Daiio oxidativo a lipidos

Los fosfolipidos de la membrana son muy vulnerables al ataque de ROS debido a la
susceptibilidad de sus cadenas poliinsaturadas. Esto puede provocar cambios en la
fluidez y permeabilidad de la membrana, perjudicando su habilidad para mantener
gradientes i6nicos a través de ella (Slater TF, 1984). La peroxidacién lipidica se puede
dividir en tres fases: inicio, propagacién y terminacién. Se puede iniciar por accion de
un radical libre que tiene suficiente reactividad, para extraer un 4tomo de hidrégeno de
un grupo metileno de un 4cido graso poliinsaturado (PUFA) (Figura 15). El proceso va
seguido por un reordenamiento de enlaces que resulta en la estabilizaciéon de la

molécula por la formacién de un dieno conjugado.

-CH,-CH=CH,-CH=CH-CH,- (PUFA) n
H per6xido endoperdxido

. ciclico ciclico
-CH,-CH=CH-CH=CH-CH,-
-CH-CH=CH-CH=CH-CH,-  (dieno conjugado)

¢+ 02 -C-C=C-C=C-CH,-

-CH-CH=CH-CH=CH-CH,- i i — > 0 . .
(C)H CH=CH-CH=CH-CH, (radical peroxilo) o hidroperdxido
o} H

Figura 15. Esquema de las reacciones que tienen lugar durante la peroxidacién lipidica. Se inician con la sustraccién de
un dtomo de hidrégeno por accién de un radical libre, posteriormente existe una reordenacion de los dobles enlaces, dando
lugar a un radical lipidico que puede reaccionar con el oxigeno y formar el radical peroxilo. Este radical puede
nuevamente atacar a otros lipidos e iniciar una reaccion en cadena o a proteinas de la membrana.

Entonces el radical lipidico reacciona con un oxigeno para formar el radical peroxilo,

que puede atacar proteinas de membrana o puede abstraer otro hidrégeno de una cadena



de acido graso adyacente y asi iniciar un proceso en cadena que puede oxidar a cientos
de lipidos de membrana. Este proceso seguird hasta que el radical peroxilo ataque una
proteina o exista una molécula antioxidante en la membrana.

Una de los productos de la peroxidacién lipidica més estudiado, ya que es el principal
marcador de dafo a lipidos, es el malondialdehido (MDA). El MDA es una molécula
altamente reactiva de tres carbonos con un grupo aldehido producida por los
hidroperéxidos lipidicos. También se puede producir por la hidrélisis de las pentosas,
deoxiribosas, hexosas, a partir de algunos aminoédcidos y del ADN (Pryor WA, 1976).
Los primeros ensayos que se realizaron para cuantificar esta molécula, utilizaron su
capacidad de reaccionar con dos moléculas de 4cido tiobarbitirico (TBA) para dar un
compuesto coloreado, ficilmente cuantificable por absorbancia a 535nm (Yagui K,

1976). (Figura 16)

,OH HO

N
HS _<:> —CH—CH —CH— —S

NOH OH N

Figura 16. Aducto formado por dos moléculas de dcido tiobarbitiirico y una
de malondialdehido

Un problema que presentaba esta técnica es que existen otros compuestos a parte del
MDA que también reaccionan con el TBA y que absorben a 535nm, sobrevalorando los
resultados. Para evitar este problema se han desarrollado aproximaciones que separan
especificamente el aducto formado por el MDA y el TBA mediante técnicas
cromatogréficas (Bird RP, 1983). Un segundo problema asociado con este método es
que el MDA también se puede formar artificialmente debido a las condiciones de acidez
y alta temperatura, necesarias para obtener el aducto MDA-TBA (Fraga CG, 1988), por
la auto-oxidacion de los PUFA o por la descomposicion de los lipidos oxidados en la
muestra. Para evitarlo se ha propuesto afadir diferentes antioxidantes a la mezcla de
reaccion. Los dos compuestos mds utilizados son el EDTA, utilizado como quelante de
metales para evitar la reaccion del peréxido de hidrégeno con ellos para formar el i6n

hidroxilo y el hidroxitolueno butilado (BHT), como antioxidante.

1.2.3.2 Daifo oxidativo a proteinas

Las ROS pueden llegar a oxidar las cadenas laterales de los residuos de aminodcidos de

las proteinas y formar uniones proteina-proteina o fragmentar el esqueleto de la proteina



(Thérond P, 2000). El principal marcador de oxidacién en las proteinas es la formaciéon
de grupos carbonilo (CO), que son aldehidos y cetonas. Entre todos los residuos de
aminoacidicos de las proteinas susceptibles de oxidarse, los residuos prolina, arginina,
lisina y treonina, son los que con mds frecuencia dar lugar a la formacién de grupos
carbonilo (Figura 17).

A parte de reacciones directas de estos residuos con ROS, los grupos carbonilo pueden
ser introducidos en una proteina por reacciones con aldehidos producidos durante la
peroxidacion lipidica, o con derivados carbonilo reactivos generados durante la reaccion
de reduccién de azicares o de sus productos de oxidacién con los residuos de lisina, con
la eventual formacion de productos avanzados de glicoxilacion (Davies MJ, 1999). Por
esto se ha de tener en cuenta que la presencia de grupos carbonilo en una proteina no es

necesariamente indicativa de la oxidacion de los residuos aminoacidicos de las

proteinas.
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Figura 17. Estructura oxidada de los principales aminodcidos susceptibles de padecer oxidacion.

La acumulacién de grupos carbonilo se ha observado en muchas patologias humanas
como puede ser el Alzheimer, diabetes o artritis (Chevion M, 2000).

La mayoria de métodos que se utilizan para detectar la existencia de grupos carbonilo en
las proteinas, requieren la derivatizacion del grupo carbonilo con 24-
dinitrofenilhidrazina, con lo que se forma el producto estable 2,4-dinitrofenilhidrazona
(DNP) (Levine RL, 1990). El producto DNP puede ser detectado de diversas maneras,
una de ellas es utilizar su propiedad de absorber luz ultravioleta y asi medir el conjunto
total de grupos carbonilo de una mezcla de proteinas por espectrofotometria (Levine
RL, 1990), también se puede fraccionar esta mezcla mediante cromatografia liquida de
alta presion y asi analizar proteinas con una gran sensibilidad y especificidad (Levine

RL, 1994), o utilizar un anticuerpo especifico que detecta el producto DNP.



Uno de los métodos més utilizados es el de western-blot, en el cual las proteinas son
separadas segin su peso molecular mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
la presencia del detergente SDS. Posteriormente las proteinas del gel se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa o de PVDF y utilizando el anticuerpo anti-DNP
podemos visualizar especificamente las proteinas donde se ha formado este producto.

La deteccion de grupos carbonilos como marcador de oxidacion puede tener algunas
ventajas sobre la deteccion de peroxidacion lipidica, ya que los grupos carbonilos son
mucho més estables una vez formados que los derivados lipidicos oxidados. Se sabe que
las células degradan las proteinas oxidadas en horas o dias (Grune T, 1996), mientras

que los derivados lipidicos oxidados son detoxificados en minutos (Siems WG, 1997).

1.2.3.3 Dano oxidativo al ADN

Como se ha comentado con anterioridad el ADNmt se encuentra en la matriz
mitocondrial, muy cercano a la membrana mitocondrial interna. Debido a su proximidad
a la cadena de transporte electronico, origen de las ROS en la célula, es muy susceptible
de padecer lesiones oxidativas (Miquel J, 1991). El dafo oxidativo observado en el
ADNmt puede ser en forma de modificaciones en las bases, creacion de sitios dbasicos
y rotura de una o de las dos hebras del ADN (Wiseman H, 1996). Uno de los primeros
marcadores utilizados para saber si el ADN estaba oxidado, fue la medicién de los
niveles de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OH-dG), que se forma cuando la deoxiguanosina

(dG) es atacada por el radical hidroxilo (Richter C, 1988).

4G 8-OH-dG 8-oxodG

Figura 18. Estructura molecular de la deoxiguanosina y de la 8-hidroxideoxiguanosina, que se forma una vez la deoxiguanosina
es atacada por el radical hidroxilo. La 8-hidroxideoxiguanosina estd en equilibrio con otra estructura llamada 8-
oxodeoxiguanosina.

El dafio oxidativo se puede dar tanto al ADN nuclear como al mitocondrial, pero

diversos estudios en los que se han detectado los niveles de 8-OH-dG, han demostrado



que el ADN mitocondrial siempre es mds susceptible de ser danado que el nuclear
(Richter C, 1988) (Ames BN, 1993). Existen diversas teorias que intentan explicar este
hecho, como por ejemplo la ausencia de una organizacién compleja del tipo cromatina
en el ADNmt, que pudiera servir de proteccién en el ADN nuclear, o alteraciones en el
sistema de reparacion del ADNmt (que como se ha comentado antes es bastante simple),
la presencia de dtomos metalicos que puedan actuar como catalizadores en la generacion
de ROS, y por ultimo la posible oxidacién por reacciones con lipidos ya oxidados,
debido a su proximidad. Hasta hace poco tiempo se pensaba que el hecho de que el
ADNmt no estuviera asociado a proteinas del tipo histonas, le conferia una especial
vulnerabilidad frente al dafio oxidativo, y se solia argumentar que esta era la principal
causa. En el ano 2003 se publicé un trabajo donde se demostraba que el ADNmt parece
estar completamente rodeado de una proteina, el factor de transcripcion A (TFAM), que
actuaria como una histona protegiéndolo y plegandolo de una manera determinada
(Alam TI, 2003) (Kanki T, 2004).

La deteccion de dafio oxidativo mediante la medicién de los niveles de 8-OH-dG ha
sido ampliamente utilizada y no siempre obteniendo resultados comparables. Esto se
debe a que esta técnica presenta una gran variabilidad debido que el ADN se puede
oxidar durante su extraccién, sobrevalorando los resultados (Helbock HJ, 1998). Este
factor ha promovido recientemente el desarrollo de otros métodos para medir la
oxidaciéon del ADN. Uno de los métodos se basa en la técnica de la PCR quantitativa
(QPCR) (Santos JH, 2002). Este método no necesita de la extracciéon de mitocondrias y
requiere muy poca cantidad de ADN. El ensayo de QPCR se basa en que un nucleétido
dafiado bloqueara la progresion de la ADN polimerasa, resultando en una disminucion
de la amplificaciéon de la secuencia diana. De esta manera sélo las moléculas de ADN
no dafadas participardn en la reacciéon de PCR, por lo que la amplificacién serd
inversamente proporcional a la cantidad de dafio (Santos JH, 2002).

Otro punto a favor de la utilizacién de esta técnica es que la modificacion 8-OH-dG,
representa solamente un 10% del total del dafio recibido por el ADNmt, por lo que su

determinacion no incluye otras muchas modificaciones (Jaruga P, 1996).

1.3 Enfermedades mitocondriales

El concepto de enfermedad mitocondrial fue introducido en el afio 1962, cuando Luft y
colaboradores (Luft R, 1962) describieron a una mujer joven suiza, con un cuadro de

hipercatabolismo severo no causado por disfuncién tiroidal. En la década siguiente los



estudios se centraron en los desérdenes musculares y fundamentalmente los estudios
que se realizaron fueron de morfologia muscular. El reconocimiento de diferentes
estructuras o conformaciones mitocondriales se consiguid gracias al estudio sistemético
de las biopsias musculares de distintas enfermedades por parte de Shy y colaboradores
(Shy GM, 1964). La introduccién de la tincién de tricromo de Gomori modificada, que
revela la presencia de acumulaciones de mitocondrias subsarcolémicas en forma de
granulos purpura (Engel WK, 1963), aument6 el conocimiento de este grupo de
enfermedades. La principal caracteristica patogénica de las miopatias humanas
mitocondriales fueron estas agrupaciones de mitocondrias, también llamadas “fibras

rojo-rasgadas” (del inglés ragged-red fibers, RRF).

Figura 19. En el panel de la izquierda se muestra una tincién para la actividad succinato
deshidrogenasa, revelando la acumulacién de mitocondrias en la periferia de las células. En el
panel de la derecha se muestra una tincién de las mismas células para la actividad citocromo
oxidasa, revelando las células que eran positivas para esa enfermedad. (Obtenida de Andreu AL,

1999).

Hasta la década de los setenta no se realizaron estudios bioquimicos sistemdticos sobre
mitocondrias, debido a la dificultad de aislar mitocondrias funcionales intactas de
biopsias musculares humanas. En esta década se observd que los defectos bioquimicos
de estas enfermedades no estaban restringidos a musculo esquelético, sino que habia
multitud de tejidos implicados. Dos de los tejidos principalmente implicados y ademads
de forma mads severa, eran el cerebro y el musculo, por lo que en el afio 1977 se
introdujo el término de encefalomiopatia mitocondrial (Shapira Y, 1977).

En los afios ochenta hubo un gran avance en el campo de las encefalomiopatias
mitocondriales. Con la ayuda de datos bioquimicos descubiertos en esta década se
formuld la primera clasificacion bioquimica de este tipo de enfermedades (DiMauro S,
1987). Mas importante atn fue el adelanto que se produjo sobre las causas moleculares

de estas enfermedades. Asi en el afio 1988 se publicaron dos articulos que describieron



por primera vez alteraciones en el ADNmt que eran la causa de miopatias
mitocondriales. El primer articulo describia una mutacién puntual en pacientes con
enfermedad de Leber (LHON, del inglés Leber hereditary optic neuropathy) (Wallace
DC, 1988), y el segundo articulo describia grandes deleciones sobre el ADNmt (Holt 1J,
1988). Desde este momento se han descrito mas de 100 alteraciones patogénicas en el
ADNmt (mutaciones puntuales, deleciones, depleciones y duplicaciones). Una lista
actualizada de las mutaciones se puede encontrar en la pagina web del MITOMAP:

http://www.mitomap.org.

Las manifestaciones clinicas de estas enfermedades son muy variadas, y entre las mas
comunes encontramos: demencia, ptosis, trastornos motores, intolerancia al ejercicio,
accidentes cerebrovascules, cardiomiopatia, convulsiones, retinopatia pigmentaria,
atrofia Optica, oftalmoplegia, ceguera, sordera, disfunciones pancredticas y hepaticas,
hepatitis, etc. En general, son trastornos multisistémicos que afectan a los tejidos y
organos que mds dependen de la energia mitocondrial, como son el sistema nervioso
central, musculo esquelético y cardiaco, rifiones y sistema endocrino.

Entre los indicadores del laboratorio que se han relacionado con estas patologias
encontramos aumento de las proteinas en el liquido cefaloraquideo, aumento de la
creatina quinasa, acidosis l4ctica y mioglobinuria. A nivel morfolégico como se ha
comentado previamente lo mds destacable son las fibras rojo-rasgadas, que consisten en
acimulos subsarcolémicos de mitocondrias anormales en la periferia de la fibra
muscular. También se pueden detectar por tincién histoquimica si las fibras musculares

reaccionan a la tincién de la citocromo ¢ oxidasa.

1.3.1 Clasificacion de las enfermedades mitocondriales

La clasificacién mds habitual que se suele hacer de las enfermedades mitocondriales es
segin un punto de visto genético. De esta manera se pueden clasificar las
encefalomiopatias mitocondriales en dos grandes categorias, las enfermedades debidas a

alteraciones del ADNmt y las enfermedades debidas a alteraciones del ADN nuclear.

1.3.1.1 Enfermedades debidas a alteraciones primarias del ADNmt

Podemos encontrar dos grandes grupos de enfermedades: las debidas a mutaciones
puntuales y las debidas a reordenamientos del ADNmt. A continuacion se describirdn
las principales caracteristicas de algunas de las enfermedades que estdn dentro de estos

dos grandes grupos.



A) Enfermedades debidas a mutaciones puntuales en el ADNmt.

- Sindrome de MERREF (epilepsia miocldnica con fibras rojo-rasgadas): Se caracteriza

por epilepsia mioclénica, miopatia mitocondrial y ataxia cerebelar. Otros sintomas
menos comunes incluyen demencia, sordera, neuropatia periférica y multiples lipomas
(DiMauro S, 1997). La mutacién mds frecuente de este sindrome es la A8344G en el
gen del tRNA™*, aunque otras mutaciones puntuales en el mismo gen se han asociado
a este sindrome (Shoffner JM, 1990). La mutacién A8344G siempre se presenta de
forma heteropldasmica. Estudios con cibridos transmitocondriales han demostrado que
la mutacion causa una aminoacilaciéon defectiva del tRNA lisina y una terminacién

prematura de la sintesis proteica (Enriquez JA, 1995).

- Sindrome de MELAS (Encefalomiopatia mitocondrial con acidosis lactica vy episodios

de accidentes cerebrovasculares): Se presenta normalmente en nifios o adolescentes

que han tenido un desarrollo previo normal. La tipica presentacion incluye vomitos
recurrentes, dolores de cabeza similares a la migrafia y episodios de infartos cerebrales
que causan ceguera cortical o hemiparesis. La mutacién mds comin en el ADNmt es
la A3243G en el (RNAMUUUR) (Goto Y, 1990), pero se han descrito una decena més
de mutaciones asociadas a este sindrome. Estudios en cultivo de cibridos
transmitocondriales con la mutaciéon A3243G han demostrado disminucién de los
niveles de sintesis proteica mitocondrial asi como actividades reducidas de los
complejos I y IV de la cadena respiratoria (Chomyn A, 1992) (King MP, 1992). Al
igual que la mutacion A8344G en el sindrome de MERREF, el cambio A3243G
también provoca una disminucién de la aminoacilacién del tRNA™"Y"®) (Chomyn A,

2000).

- Sindrome de NARP (neuropatia, ataxia vy retinitis pigmentosa), Sindrome de MILS

(sindrome de Leigh de herencia materna): El sindrome de NARP principalmente

afecta a personas jovenes causando retinitis pigmentosa, demencia, ataques, debilidad
proximal y neuropatia sensorial. Fue descrito en el afio 1990 por Holt y colaboradores
(Holt I, 1990), que lo asociaron a una mutacion puntual en el gen ATPase 6, T8993G.
El sindrome de MILS se presenta como una encefalomiopatia infantil muy severa con

lesiones simétricas caracteristicas en los ganglios basales y el tronco cerebral. El



origen de este sindrome es la misma mutacién que provoca el sindrome de NARP,

pero con un porcentaje de mutacion siempre superior al 90% (Tatuch Y, 1992).

- Sindrome de LHON o de Leber (neuropatia Optica hereditaria de Leber): Se

caracteriza por una pérdida de vision aguda o subaguda en personas jovenes, mds
frecuentemente en varones, debido a una atrofia Optica bilateral. A este sindrome se
han asociado muchas mutaciones puntuales del ADNmt en genes estructurales
(principalmente genes que codifican subunidades del complejo I). De todas estas
mutaciones, solo tres parecen ser patogénicas, incluso cuando se presentan de forma
aislada (son las llamadas mutaciones primarias). Estas son: G11778A en el gen ND4,

G3460A en el gen NDI y T14484C en el gen ND6 (Carelli V, 2002)

Cabe remarcar que las mutaciones puntuales en el ADNmt en genes que codifican
proteinas, a menudo no siguen las reglas de la genética mitocondrial, por el hecho que
sOlo afectan a determinados individuos y tejidos aislados, normalmente el musculo
esquelético. Asi, pacientes con intolerancia al ejercicio, mialgia y algunas veces
mioglobinuria recurrente, pueden tener defectos aislados del complejo I, complejo III o
complejo IV, debido a mutaciones patogénicas en los genes que codifican sus
subunidades. La falta de herencia materna y el hecho de que solo el muisculo esquelético
estd implicado, sugiere que estas mutaciones se han originado de novo en las células
embrionarias miogénicas, después de la diferenciacion de la linea germinal y que se han
acumulado durante la replicacion en el tejido afectado. Son las llamadas mutaciones

somaticas (Andreu AL, 1999).

B) Enfermedades debidas a reordenamientos del ADNmt.

En este apartado se incluyen deleciones simples, deleciones multiples, inserciones y
duplicaciones. Las deleciones y las inserciones suelen ser espontdneas, aunque también
se han publicado casos de herencia materna. Se presentan de forma heteropldsmica y
pueden aumentar la gravedad de la enfermedad con la edad. Algunos de los sindromes

clinicos causados por alguno de estos reordenamientos estdn descritos a continuacion:

- Sindrome de Pearson: es una enfermedad fatal habitualmente caracterizada por anemia

siderobldstica y una disfuncién exocrina del pancreas. Los pacientes afectados por

esta enfermedad acostumbran a desarrollar problemas hepdticos, atrofia de las



vellosidades intestinales, diabetes mellitus y disfuncion tubular renal (Leonard JV,
2000). Los pacientes presentan grandes deleciones unicas que en general son

esporddicas, aunque se ha descrito algin caso de herencia materna.

- Sindrome de CPEO (Oftalmolplegia crénica externa progresiva): Se caracteriza por

oftalmoplegia y ptosi bilateral de los parpados. Se puede presentar con o sin debilidad
de la musculatura proximal y es a menudo compatible con una esperanza de vida
normal. Se debe a la presencia de deleciones simples en el ADNmt de musculo, pero
también se han encontrado formas de este sindrome asociadas a mutaciones puntuales
de herencia materna. Las deleciones pueden variar en tamano y localizacién dentro de

la secuencia del ADNmt.

- Sindrome de Kearns-Sayre: La edad de aparacion de esta enfermedad es normalmente

antes de los veinte afios de edad. La presentacién tipica consiste en dificultad de los
movimientos de los ojos, retinopatia pigmentaria, y bloqueo de la conduccién
cardiaca. A menudo estos sintomas clinicos estdn acompafiados por otros como
demencia, ataxia y disfuncién endocrina (diabetes mellitus, hiperparatiroidismo y
corta estatura). El sindrome también se presenta con alteraciones en la analitica del
laboratorio como acidosis lactica y niveles incrementados de proteinas en el liquido

cefalorraquideo. La biopsia muscular normalmente presenta RRF.

1.3.1.2 Enfermedades debidas a alteraciones del ADN nuclear

Mutaciones en genes codificados en el genoma nuclear que codifican proteinas
mitocondriales también pueden causar enfermedades, y ademds siguen una herencia
tipicamente mendeliana. Normalmente se trata de mutaciones autosOmicas recesivas.
Los defectos en el genoma nuclear pueden involucrar genes que codifican proteinas
especificas de un tejido o genes que codifican proteinas comunes en todos los tejidos.
Las enfermedades debidas a alteraciones del ADN nuclear se pueden dividir en tres
grandes grupos:

- en el primero de ellos y mds importante, estarian incluidas todas las mutaciones en
genes que codifican proteinas estructurales de la cadena respiratoria. Como se ha
comentado previamente el ADNmt solamente codifica 13 subunidades de la cadena
respiratoria, mientras que el ADN nuclear codifica para todas las subunidades del

complejo II, la mayoria de las subunidades de los otros cuatro complejos, asi como para



la coenzima Q10 y el citocromo c. Existe un niimero importante de mutaciones en genes
que codifican subunidades de la cadena respiratoria, incluyendo subunidades del
complejo I (Triepels RH, 2001) y del complejo II (Bourgeron T, 1995). Estos defectos
moleculares han sido principalmente asociados con formas autosémicas recesivas del
sindrome de Leigh (Shoubridge EA, 2001).

- Otro grupo estaria formado por las mutaciones en genes que codifican proteinas
necesarias para el funcionamiento de la fosforilacion oxidativa. Estas proteinas son
necesarias para el correcto ensamblaje de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria. Las mutaciones en las proteinas de ensamblaje para la citocromo ¢ oxidasa
(complejo IV) son las primeras que se han identificado (Zeviani M, 2001). Mutaciones
en SURF1, SCO2, COX10, COX15 y SCOI11 se han asociado con sindrome de Leigh y
deficiencia de citocromo oxidasa (en adelante COX) u otros desdordenes fatales
infantiles multisistémicos, en los cuales la encefalopatia estd acompainada de
cardiomiopatia (SCO2, COX15), neuropatia (COX10), o hepatopatia (SCO1) (Antonicka
H, 2003).

- El tercer gran grupo de enfermedades con origen en el ADN nuclear, estaria
formada por mutaciones en aquellos genes que codifican proteinas que intervienen en lo
que se ha llamado “senalizaciéon intergendmica”. Como se ha mencionado antes, el
ADNmt es altamente dependiente para su correcto funcionamiento y replicaciéon de
numerosos factores codificados por genes nucleares (Hirano M, 2001). Mutaciones en
estos genes son la causa de enfermedades mitocondriales caracterizadas por alteraciones
cuantitativas o cualitativas del ADNmt. Algunos de estos desérdenes han sido
recientemente caracterizados molecularmente, como es el caso de sindrome
multisistémico  autosomico  recesivo MNGIE (del inglés  mitochondrial
neurogastrointestinal encephalomyopathy), producido por mutaciones en el gen de la
timidina fosforilasa (Nishino I, 1999). Mutaciones en el gen de una isoforma del
transportador de nucledtidos de adenina (ANT/), han sido identificadas en algunos
pacientes con CPEO autosémica dominante (Kaukonen J, 2000).

En los dltimos afios se han descrito ademds mutaciones en genes de proteinas que
intervienen en el mantenimiento del pool de nucleétidos dentro de la mitocondria. Dos
de estos genes son la timidina quinasa 2 (7K2), identificada en pacientes con deplecion
de ADNmt y miopatia aislada (Saada A, 2001), y el gen de la deoxiguanosina quinasa
(dGK), identificada en pacientes que presentan una forma sistémica de deplecion del

ADNmt, a menudo acompaiiada de miopatia y daiio hepatico (Mandel H, 2001). Todas



estas mutaciones parecen inhibir el control del pool mitocondrial de dinucleétidos, cuya
homedstasis es probablemente esencial para el control de la replicacion del ADNmt, y

acaban provocando una disminucién del nimero de moléculas de ADNmt por célula.

1.3.2 Modelos de estudio de enfermedades mitocondriales

Tanto las mutaciones puntuales como las delecciones en el ADNmt, como se ha
comentado con anterioridad, suelen tener como resultado final una deficiencia de la
capacidad de fosforilacion oxidativa, afectando principalmente a los tejidos que tienen
una demanda de energia mas elevada.

Existen diferentes modelos de estudio de este tipo de enfermedades. Los més directos y
los primeros en ser utilizados, fueron el cultivo de células del paciente, principalmente
fibroblastos y mioblastos. Este modelo de estudio tiene el inconveniente del lento
crecimiento de este tipo de cultivos y la posible falta de fenotipo en ese tipo celular.
Otro modelo de estudio en el cual se estd trabajando mucho en los dltimos afios, es en la
creacion de ratones transgénicos mitocondriales. Este modelo presenta muchas

dificultades, entre ellas se pueden citar (Inoue K, 2002):

- dificultad de introducir mutaciones en el ADNmt debido a que su capacidad
de recombinacién es muy baja,
- resulta dificil introducir ADN exdgeno dentro de mitocondrias intactas
- se necesita introducir mucho ADNmt mutado para conseguir obtener fenotipo
clinico
Hasta ahora la mayoria de los ratones transgénicos creados en los que la mitocondria
tenia un papel importante, han sido ratones en los que los genes diana alterados estaban
codificados en el genoma nuclear y la proteina tenia su funcién en el interior de la
mitocondria (Graham BH, 1997) (Trifunovic A, 2004). El udnico ratén con defecto
molecular en el ADNmt es un ratén transgénico con una deleccion de 4696 pares de
bases en su ADNmt (Inoue K, 2000).
Un modelo de estudio muy utilizado en la actualidad son los cultivos de cibridos
transmitocondriales, que son células creadas a partir de la fusién de una célula
enucleada procedente del paciente, con una célula tumoral con mitocondrias a las cuales
se les ha eliminado su ADN por un tratamiento con bromuro de etidio (King MP, 1989).
Como resultado se obtienen lineas celulares inmortales que tUnicamente difieren en la

proporcion de la mutacién que tienen en su ADNmt. Esta proporcién puede variar desde



el 0% hasta el 100% de genomas mitocondriales mutados. Asi este parece ser hasta el
momento, el modelo de estudio idéneo para estudiar las enfermedades mitocondriales,
ya que como se ha comentado se trata de células totalmente idénticas en todos los
aspectos, y que unicamente difieren en una mutaciéon del ADNmt. De esta manera se
podran conocer los efectos de la mutacién sin influencia del ADN nuclear. Desde su
desarrollo en el afno 1989 son muchos los trabajos publicados utilizando este sistema

celular.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Las enfermedades mitocondriales se caracterizan por presentar una gran heterogeneidad
de sintomas clinicos. Esta heterogeneidad provoca que idénticas mutaciones pueden dar
lugar a diferentes fenotipos, y a su vez diferentes mutaciones pueden dar lugar a un
mismo fenotipo. Este hecho complica el diagndstico clinico de estas enfermedades. La
heterogeneidad de las enfermedades mitocondriales desde siempre se ha atribuido a los
diferentes grados de heteroplasmia de una mutacién en diferentes tejidos, y a la

diferente demanda energética de cada uno de ellos.

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es determinar si diferentes mutaciones en el ADNmt
provocan un efecto en la cadena de transporte electrénico incrementando la produccién
de ROS, y si a su vez esta sobreproduccion de ROS provoca daiio oxidativo a diferentes
componentes celulares, pudiendo asi ser un factor modulador importante del fenotipo de

cada mutacion mitocondrial.

Objetivos concretos

1. Diagnéstico molecular de pacientes con enfermedades de origen mitocondrial.
2. Creacion lineas de cibridos transmitocondriales a partir de plaquetas de los
pacientes diagnosticados.
3. Estudio de la produccién de ROS en las lineas de cibridos transmitocondriales
obtenidas.
4. Optimizaciéon del método de determinacion de MDA: estudio de la
concentracion de BHT o EDTA
5. Daifio oxidativo en las lineas de cibridos transmitocondriales:
a. Estudio de la oxidacién lipidica.
b. Estudio de la oxidacién de proteinas.

c. Estudio de la oxidacién del ADNmt.



MATERIAL Y METODOS



3-MATERIAL Y METODOS

3.1 Diagnostico de pacientes

3.1.1 Pacientes a estudiar

En todos los pacientes las muestras utilizadas para el diagndstico se recogieron bajo
consentimiento informado del paciente, aprobado por el comité ético del Hospital Vall

d’Hebron de Barcelona.

3.1.1.1 Paciente 1

Mujer diabética de 39 afios que acudié a la Unidad de Enfermedades Neuromusculares
para la valoracién de un cuadro de debilidad muscular e intolerancia al ejercicio, que
llevaba padeciendo desde los tultimos seis afios. A los treinta afios se le diagnostic
Diabetes Mellitus, después de haber sufrido durante los dos ultimos afios astenia,
poliuria y polidipsia.

En la anamnesis, la paciente refirié cansancio en determinadas actividades cotidianas,
como subir escaleras, levantarse de la silla o levantar objetos. Si se esforzaba aparecian
palpitaciones y dificultades respiratorias. El cuadro clinico habia empeorado en los dos
dltimos afios. Ultimamente la paciente habia empezado a desarrollar una progresiva
disminucién de la percepcién auditiva.

En la exploracién neuroldgica se observé debilidad muscular simétrica afectando a los
miusculos proximales, tanto de la cintura escapular como de la pélvica. No se
observaron atrofias musculares. Los reflejos musculares estaban hipoactivados. No se
detectaron alteraciones en las sensibilidades. Se detectdé sordera bilateral de
caracteristicas neurosensoriales, confirmando por audiometria hipoacusia neurosensorial
bilateral.

En las determinaciones analiticas en sangre la glucemia basal en ayuno era de 229
mg/dL (valores de referencia 71-110 mg/dL. Las concentraciones plasméticas de lactato
y CK fueron normales.

En el examen neurofisioldgico, el electromiograma (en adelante EMG) paraddjicamente
fue normal, sin evidencia electrofisiolégica de miopatia. La tomografia axial
computerizada (en adelante TAC) cerebral no mostré lesiones ni calcificaciones
andmalas. Investigando los antecedentes familiares se observd que tanto la abuela
materna como la madre habian padecido Diabetes Mellitus, y que ademds la madre

también estaba afectada de hipoacusia bilateral.



3.1.1.2 Paciente 2

Mujer de 34 afios con una historia de progresiva fatigabilidad muscular. A los veinte
aflos empez6 a desarrollar lipomas confluentes simétricos alrededor del cuello y en la
parte superior del tronco, sin deformaciones en el esqueleto, que se han tratado en tres
intervenciones quirtrgicas en el ultimo ano. El examen neurolégico mostré hipoacusia
neurosensorial bilateral, ataxia y afectaciéon de los nervios craneales. El examen
oftalmoscdpica fue normal, sin afectacion de los miusculos oculares. Poco tiempo
después, la paciente desarroll6 una severa intolerancia al ejercicio, hasta el punto de que
no era capaz ni de andar distancias muy cortas. El EMG mostré un patrén miopéatico
con polineuropatia axonal sensitiva. Rdpidamente debut6 con disartria, disfagia y ptosis
palpebral, sugiriendo un accidente vascular cerebral. Sumado a estos sintomas, presentd
insuficiencia ventilatoria, fallo multiorgénico y acidosis l4ctica. La historia familiar de
la paciente mostré lipomatosi multiple simétrica sin evidencias neuromusculares en
cinco familiares maternos. Ninguna de las caracteristicas clinicas frecuentemente
asociadas al sindrome de MERRF fue constatada en ninguno de estos cinco familiares

maternos estudiados.

3.1.1.3 Paciente 3

Mujer caucésica de 21 afos, fruto de un embarazo y parto normales, con desarrollo
cognitivo y motor normal hasta los tres anos. A esta edad se le detect6 una catarata
bilateral que requirié tratamiento quirdrgico. A los siete afios empezé a desarrollar una
progresiva pérdida auditiva neurosensorial. Durante los afios siguientes la paciente
debut6 con sintomas de epilepsia mioclénica con evidencias electroencefalogréficas de
ondas lentas e impulsos aislados, ataxia cerebral, fatigabilidad muscular y progresiva
pérdida visual. El 4cido l4ctico basal a los doce afios era elevado, 5,8 mmol/L
(normal<1,8 mmol/L), y la CK en suero era de 1000 UI/L (normal <150 UI/L). El
examen clinico a los 21 afios mostré atrofia muscular difusa, fatigabilidad muscular
generalizada, ataxia de las extremidades, severa deficiencia visual con atrofia éptica y
sordera total. E1 EMG desvel6 un claro patréon miopético. Los estudios de conducciéon
motora mostraron neuropatia sensorimotora severa en las piernas. Las imdgenes de
resonancia magnética del cerebro desvelaron atrofia cerebelar difusa con
hiperintensidades nodulares simétricas en los ganglios basales. La historia familiar era

negativa para enfermedades neuromusculares.



3.1.1.4 Paciente 4

Adolescente caucasico de 15 afios de edad, fruto de un embarazo y parto normales. En
los primeros afios de la infancia no desarroll6 ninguna irregularidad, hasta que a los
cuatro afios acudidé a nuestro hospital afectado de molestias subagudas al caminar,
después de haber superado una neumonia. El examen neurolégico evidencié hipotonia
generalizada con clonus en el tendon de Aquiles izquierdo y efecto Babinski. Se
evidenciaron movimientos tipicos de distonia espdstica al caminar. Las imigenes de
MRI del cerebro mostraron la presencia de necrosis bilateral del estriado (en adelante
BSN). No tenia aumentados los niveles de acido lactico ni en el plasma ni en el fluido
cerebro-espinal.

El paciente ha sido seguido por el servicio de Neurologia infantil del Hospital Vall
d’Hebron desde su primer episodio, evidenciando que la enfermedad ha progresado
hacia una distonia asimétrica generalizada. A los trece afios, una nueva MRI mostraron
nuevas lesiones necréticas de los ganglios basales. Actualmente el paciente presenta un
cuadro severo de disartria y retraso mental moderado con distonia generalizada. La

historia familiar para los desérdenes neurolgicos fue negativa.

3.1.2 Estudio bioguimico de la cadena respiratoria

La actividad de los enzimas de la cadena respiratoria se determina en homogeneizados
de tejido muscular o de células en cultivo por espectrofotometria. En el caso de la
biopsia muscular, se homogeneizan 40 mg de tejido en 450 uL de medio SETH
(sacarosa 250 mM, EDTA 2mM, Tris-HCL 10mM, heparina 50 U/mL, pH 7.,4).
Posteriormente se centrifuga a 800 xg durante diez minutos a 4°C. El sobrenadante se
transfiere a un tubo nuevo. Todas las determinaciones se realizan sobre este

sobrenadante (Barrientos A, 2002a).

3.1.2.1 Actividad NADH Citocromo C Oxidoreductasa: Complejo I + 111

Se determina la actividad NADH citocromo C oxidoreductasa sensible a la rotenona
(CI+CoQ+Complejo III).

Procedimiento: En una cubeta del espectrofotometro se ponen 12,5 puL. del sobrenadante
y 1000 pL de agua milliQ, previamente atemperada a 37°C. Se deja preincubar la
mezcla durante 1 minuto a 37°C dentro de el espectrofotometro para que se rompan las

membranas mitocondriales. Inmediatamente se afiade a la cubeta:



- 250 pL de tampén Tris 50 mM a pH 8 (con BSA al 5%), previamente
atemperado a 37°C

- 3,75 uL de KCN 80 mM

- 25 uL de citocromo ¢ 2 mM

Después se agita la cubeta ligeramente, y se lee la absorbancia durante un minuto a 550
nm a 37°C. Pasado este tiempo se afaden 12,5 ul. de NADH 40 mM y se vuelve a
agitar la mezcla. Se lee la absorbancia durante 3 minutos a 550 nm y a 37°C. Se afiaden
2,5 uLL de rotenona 2 mM vy se agita la mezcla. Se vuelve a leer la absorbancia durante 3
minutos a 550 nm 37°C.

Cdlculos: Se calcula la pendiente antes y después de la adicién de rotenona y se calcula

la diferencia de pendientes entre las dos (AA/min) segin la férmula:

[AA/min x V¢x 1000] / [21,1 x Vi,JmL x SN

donde SN es el contenido proteico del sobrenadante en mg de proteina / mL; V¢ es el
volumen final en mL (=1,306); V, es el volumen de la muestra en mL (=0,0125); y 21,1

es el coeficiente de extincion molar del citocromo c.

3.1.2.2 Actividad Succinato DCPIP Oxidoreductasa: Complejo II (SO v SP)

Se mide la actividad diclorofenol indofenol oxidoreductasa (en adelante DCPIP)
(Complejo IT + CoQ) y succinato deshidrogenasa (SP).
Para romper las membranas celulares se congela y se descongela tres veces una alicuota
del sobrenadante.
Procedimiento: En una cubeta del espectrofotometro se mezcla:

- 900 pL de tampén fosfato potésico 62,5 mM pH 7,4

- 45 uL de sobrenadante + 67,5 uL. de SETH

- 22,5 uL de DCPIP 0,5 mM, previamente atemperado a temperatura

ambiente.

Se preincuba esta mezcla durante 20 minutos a 30°C y después se afiade:
- 55,5 uL de acida sédica 100 mM
- 4,5 uL de rotenona 2 mM
- 108 uL. DCPIP 0,5 mM



Inmediatamente, se agita lentamente la cubeta con un vértex y se registra la absorbancia
de 3 a 5 minutos a 600 nm a 25°C. Pasado este tiempo, se aiaden 55,5 uL de
metasulfato de fenacina (PMS) 24 mM y se lee durante 4 minutos mas.

Célculos: se calcula la pendiente, midiendo los incrementos de absorbdncia (AA/min)

antes (SQ) y después (SP) de aiiadir PMS. Se utilizan las siguientes formulas:

SQ =1504,3 x AAmin/P
SP =1568,9 x AAmin/P

[AAmin/min x V¢ (mL) x 1000]/[19,1 x V,, (mL) x SN]

donde V= 1,293 mL para SQ y 1,3485 para SP. El coeficiente de extincién milimolar
del DCPIP es de 19,1. El V,, (volumen de la muestra en mL) es de 0,045. SN es el

contenido proteico en mg de proteina/mL del sobrenadante.

3.1.2.3 Actividad Succinato-Citocromo C Oxidoreductasa: Complejo II + I11

Se rompen las membranas celulares descongelando y volviendo a congelar tres veces
una alicuota del sobrenadante.
Procedimiento: En una cubeta del espectrofotometro se mezclan los siguientes
reactivos:

- 900 pL de tamp6n fosfato potadsico 62,5 mM pH 7,4

- 45 uL de sobrenadante + 67,5 ul. de SETH

- 90 uL de succinato 250 mM

- 22,5 uL de agua milliQ

Se preincuba durante 30 minutos a 30°C y después se anaden:
- 55,5 uL de acida sédica 100 mM
- 4,5 uL de rotenona 2 mM
- 168 uL de citocromo ¢ 0,5%

Inmediatamente se agita la cubeta en un vortex y se lee la absorbancia a 550 nm durante
5 minutos a 25°C.

Célculos: Se calcula la pendiente mediante la siguiente formula:



[AA/min x V¢ (mL) x 1000] / [21,1 X Vi, X SN]

donde Vres 1,353 mL; 21.1 es el coeficiente de extincion molar del citocromo C; V,, es

0,045 mL, SN es el contenido proteico en mg de proteinas/mL de sobrenadante.

3.1.2.4 Actividad del Complejo IV (Citocromo C oxidasa)

Para calcular esta actividad la muestra se diluye cinco veces el sobrenadante con SETH.
Procedimiento: en una cubeta del espectrofotometro se mezcla:
- 1116 pL de tampdn fosfato 10 mM pH 7, previamente atemperado a 25°C
- 84 uL citocromo C 1% (10 mg/mL), previamente reducido con unos pocos
gramos de ditionita y posteriormente centrifugado a 6500 xg durante 5
minutos.
- 6 pL lauril maltésido 125 mM

- 30 uL de sobrenadante

Inmediatamente se agita la cubeta suavemente con un vortex y se lee la absorbancia
durante 10 minutos a 550 nm a 25°C.
Célculos: Para calcular la pendiente se utilizan los incrementos de absorbancia entre el

minuto 5 y el 10. Se utiliza la siguiente férmula:
[AA/min x V¢ (mL) x 1000 x 5 mL muestra diluida/mL SN] / [21,1 x V;, x SN]

donde Vi = 1,236; 21,1 es el coeficiente de extincidn molar del citocromo c; V, = es el
volumen de la muestra diluida afiadida a la cubeta (0,030 mL); SN es el contenido

proteico en mg de proteina/mL del sobrenadante.

3.1.2.5 Actividad citrato sintasa

Para calcular esta actividad la muestra también se diluye cinco veces el sobrenadante
con SETH.
Procedimiento: en una cubeta del espectrofotometro se mezclan los siguientes reactivos:
- 120 pL de 5,5 -ditibis(4cido 2-nitrobenzoico) 1 mM (en adelante DTNB)*
- 36 uL de acetil CoA 10 mM
- 12 pL de tritén X-100 10%
- 912 pL de agua milliQ atemperada a 25°C
- 30 uL de sobrenadante diluido en SETH



Inmediatamente se agita la cubeta en un vortex y se lee durante 3 minutos a 412 nm y
25°C. Pasado este tiempo, se afiaden 60 uL de oxalacetato 10 mM’ en Tris-HCL 0,1M
pH 8, y se continua registrando la absorbancia durante 3 minutos maés.

Célculos: Se calcula la pendiente antes y después de la adicion de oxalacetato, y se mide

la diferencia entre las dos (AA/min). La férmula utilizada es la siguiente:
[AA/min x V¢ (mL) x 1000 x 5 mL muestra diluida/mL SN] / [13,6 x V,;, x SN]

donde Vi = 1,170 mL; el coeficiente de extinciéon molar del DTNB es 13,6; el volumen
de la muestra diluida afiadida a la cubeta (V) es 0,030 mL; SN es el contenido proteico
en mg de proteina/mL del sobrenadante.

" La solucién de DTNB 1mM se prepar6 en una solucién 1M Tris-HCL pH 8.1. El oxalacetato se prepard

en fresco para impedir su degradacion.

3.1.3 Estudio morfolégico. Citoquimica mitocondrial en secciones de tejidos

Para visualizar la presencia de mitocondrias patogénicas y normales en secciones
titulares hay diversos procedimientos histoquimicos, de los cuales el mds utilizado es el
tricromico de Gomori modificado por Engel (Engel WK, 1963). En este trabajo se optd
por la deteccién histoquimica de la actividad succinato deshidrogenasa (SDH), que es
un marcador mitocondrial especifico de la fibra muscular que refleja la presencia de
proliferacién mitocondrial y la citocromo oxidasa, marcador del complejo IV de la

cadena de respiratoria (Sciacco M, 1996).

3.1.3.1 Succinato deshidrogenasa (SDH)

Este método se basa en la utilizaciéon del nitroazul de tetrazolio como aceptor de los
electrones, combinado con el metilsulfato de fenazina, que sirve como dador intermedio
del electrén al nitroazul de tetrazolio. La especificidad del método puede estudiarse
haciendo secciones control, afiadiendo un inhibidor de la SDH al medio de incubacion,
en este caso malonato sédico 10 mM.

Procedimiento: se utilizan secciones de criostato de 8 micras que se depositan encima
de un cubreobjetos recubierto de polilisina (0,1%). La solucién de incubacion estd
compuesta de tampo6n fosfato 5 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, metilsulfato de fenazina 0,2

mM, cianuro potasico 1 mM, é4cido succinico 50 mM vy nitroazul de tetrazolio 1,5 mM.



Se ajusta el pH a 7,6 y se filtra la solucién con papel Whatman niimero 1. Las secciones
se incuban durante 20 minutos a 37°C. Después se realizan tres lavados de 5 minutos
cada uno con agua destilada a temperatura ambiente. Las secciones se montan sobre un

portaobjetos de vidrio con gel de glicerina y se observan al microscopio.

3.1.3.2 Citocromo oxidasa (COX)

El método se basa en la utilizacién de la 3,3’-diaminobenzidina (DAB) como dador de
electrones para el citocromo c. El producto de la reaccion de la oxidacion de la DAB
aparece como una pigmentacion marrén que corresponde a la distribucion de las
mitocondrias en el tejido. La especificidad del método puede estudiarse afiadiendo un
inhibidor de la COX (por ejemplo cianida potasica 10 mM) al medio de incubacion.

Procedimiento: Se utilizan secciones de criostato de 8 micras que se colocan sobre un
cubreobjetos recubierto con polilisina (0,1%). La solucién de incubacién estd compuesta
de tampo6n fosfato 5 mM pH 7,4, DAB 0,1%, citocromo ¢ (de corazén de caballo) 0,1%
y catalasa al 0,02%. Se ajusta el pH a 7,4 y se filtra la solucién con papel Whatman 1.
Las secciones se incuban durante una hora a 37°C. Después se realizan tres lavados con
agua destilada de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente. Las secciones se montan

sobre un portaobjetos de vidrio con gel de glicerina y se observan al microscopio.

3.1.4 Estudio Molecular
3.1.4.1 Extraccion de ADN

A) Protocolo para biopsia de miusculo, piel y grasa subcutdnea: Con un mortero se

pulverizan aproximadamente 50 mg de tejido muscular congelado en nitrégeno liquido.
Se coloca el tejido pulverizado en un tuvo Eppendorf de 1,5 mL estéril, y se afiaden
rapidamente 500 uL de una solucién que contiene:

- proteinasa K (1 mg/mL)

- 10 mM Tris-HCI pH 7.4

- 10 mM NaCl

-25 mM EDTA

- 1% SDS
Se incuba durante 2 horas a 50°C o durante toda la noche a 37°C. Se afiaden 50 uL de
NaCl 5M y se agita por inversion. Seguidamente se aflade 1 volumen de fenol-Tris

saturado, y se vuelve a agitar por inversion durante 15 segundos. Se centrifuga durante



10 minutos a 10000 xg y se pasa la fase acuosa a un tubo nuevo. Se afiaden 250 puL de
isoamilalcohol:cloroformo (1:24) y 250 uL de fenol. Se agita de nuevo durante 15
segundos y se centrifuga 10 minutos a 10000 xg. La fase acuosa se pasa a un tubo
nuevo, donde se afiaden 500 pL de la mezcla de isoamilalcohol:cloroformo (1:24). Se
agita durante 15 segundos y se centrifuga 10 minutos a 10000 xg. Se pasa la fase acuosa
a un tubo nuevo.

Se precipita el ADN afiadiendo dos volimenes de isopropanol frio. Se centrifuga a
10000 xg durante 20 minutos y se descarta el sobrenadante. Se lava el pellet con 500 uL
de etanol 95% frio. Se centrifuga a 10000 xg durante 10 minutos, se descarta el
sobrenadante y se deja secar el pellet. Se resuspende el pellet en 20 uL. de tamp6én TE

(Tris 10 mM pH 8,5, EDTA 1mM)

B) Protocolo para sangre: se procede de la misma manera que si se tratara de biopsia

muscular, pero en este caso el material de partida es un pellet de células obtenido a

partir de centrifugar 5 mL de sangre total a 5000 xg durante 20 minutos.

C) Protocolo para fibroblastos y cibridos transmitocondriales: se procede de la misma

manera que si se tratara de biopsia muscular, pero en este caso el material de partida es
un pellet de células obtenido a partir de centrifugar 2,5 millones de células tripsinizadas,

a 1000 xg durante 5 minutos.

3.1.4.2 Cuantificacion del ADN extraido

La concentracion de ADN se determina por espectrofotometria, leyendo a la longitud de
onda de 260 nm. En esta longitud de onda, una unidad de absorbancia es equivalente a
50 uM/mL de ADN doble hebra. La muestra se diluye previamente 50 veces (1/50). La

concentracion de ADN se calcula siguiendo la férmula:

[Ilg ADN/LLL] = Ab826() x 50x 50

Para determinar la pureza de la muestra, se lee ademds la absorbancia a 280 nm y se
calcula el cociente: Absyqp / Absygg. Se considera que la muestra estd libre de proteinas

cuando el resultado de este cociente estd entre 1,8 y 2.



3.1.4.3 Reacciones de PCR

Las amplificaciones de los productos de PCR se realizan a partir de ADN purificado
extraido de musculo, sangre, cultivo de fibroblastos, piel y grasa subcutdnea. Las
reacciones se hacen sobre un volumen final de 50 pL y las concentraciones de los

diferentes componentes de la mezcla son las siguientes:

Concentracion Stock Concentracion Final

Cebadores 5uM 0,1 uM
DNTPs 2,5 mM 0,05 uM
Tampén Taq" 10X 1X
Taq ADN polimerasa’ 5 unidades/puL 0,1 unidades/puL
ADN 100 ng/uL

“Subministrados por TaKaRa® (TaKaRa Shuzo, Shifo, Japan). El tamp6n contiene Tris-HCI 50
mM, Tritén X-100 0,1%, MgCl, 25 mM.

Las condiciones de las reacciones de PCR para los 24 pares de cebadores (ver
apéndices) que amplifican todo el ADNmt entero (Kogelnik AM, 1998) son las
siguientes:

Desnaturalizacion 94°C 1 minuto

desnaturalizacion 94°C 30 segundos

hibridacién 61°C 45 segundos x 30 ciclos
elongacion 72°C 1 minuto
elongacion final 72°C 5 minutos

Las condiciones de PCR para amplificar los genes de los ARN de transferencia también
estdn estandarizadas y son las siguientes (secuencia de los cebadores en apéndices):
Desnaturalizacién ~ 94°C 1 minuto

desnaturalizacion 94°C 15 segundos
hibridacién 50°C 30 segundos x 25 ciclos

elongacion 72°C 1 minuto

elongacion final 72°C 5 minutos



Para amplificar fragmentos superiores a 3 Kb se utiliza el enzima TaKaRa LA Taq™

(TaKaRa Shuzo, Shifo, Japan). En esta reaccion de PCR las cantidades de los diferentes

componentes de la mezcla son las siguientes:

TaKaRa LA Taq (5 U/uL)

Tampén II LA PCR sin Mg** (10X)
MgCl, (25 mM)

Mezcla dNTPs (2,5 nM cada uno)
Cebador 1

Cebador 2

ADN

Agua MilliQ

Las condiciones de la PCR son las siguientes:

Desnaturalizacion 95°C

desnaturalizacién 98°C

hibridacién + elongacion 68°C

elongacion final 72°C

3.1.4.4 Electroforesis en geles de agarosa

0,5 uL
SuL

SuL

8 uL
0,2-1,0 uM
0,2-1,0 uyM
<1lpug

csp 50 uL

1 minuto

5 segundos
. x 30 ciclos
15 minutos

10 minutos

Los productos de la PCR se separan por electroforesis en geles de agarosa horizontales

para comprobar los bandas amplificadas. Los geles se preparan al 1%, disolviendo 0,5 g

de agarosa en 50 mL de TBE 1X (Tris-base 50 mM, acido bérico 1 mM, EDTA 1 mM),

y se anade 1,5 uL de bromuro de etidio. Las muestras se cargan mezcladas 1/5 con

tampon de carga (disolucién de Ficoll al 33% y azul de bromofenol al 0,2%). Para

comprobar el tamano amplificado se utiliza un marcador de peso molecular.

La electroforesis se realiza en tamp6n TBE 1X, aplicando un voltaje de 100 V durante

unos 30 minutos (dependerd del tamafio de las bandas amplificadas). Las bandas se

visualizan exponiendo el gel a una fuente ultravioleta.



3.1.4.5 Secuenciacion automatica

Una vez comprobado mediante un gel de agarosa que el producto amplificado por PCR
tiene el tamafio deseado y que es una banda unica, se procede a secuenciar. Para ello
previamente se purifica utilizando el kit comercial de purificaciéon QiAquick PCR
Purification kit (QiAgen GmbH, Germany) y a continuacién se realiza la siguiente

reaccion de secuenciacion, que estd compuesta por:

Big Dye® Terminator Kit (Applied Biosystems, Warrington, UK) 2—4*uL

Producto de PCR purificado (100 ng/pL) 2 uL
Cebador (5 uM) 1 uL
Agua csp 10 pL

) UL para fragmentos de peso molecular inferior a 500 pares de bases y 4 UL para fragmentos
de tamafio superior

Las condiciones de la reaccion de secuencia son las siguientes:
Desnaturalizaciéon ~ 94°C 1 minuto

desnaturalizacion 96°C 10 segundos
hibridacién 50°C 5 segundos x 25 ciclos

elongacion 60°C 4 minutos

Los productos de la reaccién de secuencia se purifican mediante centrifugacién por
™ . . . . . .
columna Autoseq =~ G-50 (Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ), siguiendo el

protocolo:

- se agita la columna en un vortex,

- se centrifuga la columna dos veces durante 1 minuto a 2000 xg para eliminar
el tampdn de conservacion,

- se afiade el producto de la reaccién de secuenciacidon en el centro de la
columna y se centrifuga durante 1 minuto a 2000 xg, para eluir el ADN,

- a8 uL del producto eluido se anaden 12 UL de TSR (del inglés template
supressor reagent) (Applied Biosystems, Warrington, UK)

- la muestra se desnaturaliza durante 3 minutos antes de inyectarlas en el

secuenciador automatico (modelo 310, PerkinElmer, Foster City, CA)



3.1.4.6 Andlisis de mutaciones mediante RFLP (del inglés restriction fragment

length polymorphism)

El andlisis de mutaciones mediante la técnica de RFLP se utiliza para cuantificar el
grado de heteroplasmia de las mutaciones encontradas en los diferentes pacientes. Las
amplificaciones de PCR se realizan a partir de ADN purificado extraido de musculo,
sangre, piel, fibroblastos y grasa subcutdnea, siguiendo el protocolo del apartado
3.1.4.1. En el dltimo ciclo de la PCR convencional, se procede a realizar un ciclo mas,
llamado ciclo caliente, afiadiendo O,1uL de a-P deoxiadenosina trifosfato (dATP)
(3000 Ci/mmol) a cada tubo de PCR, con la finalidad de evitar la infraestimacién de los
niveles de ADNmt mutante, producida por la formacién de heteroduplex entre las
moléculas mutadas y salvages.

El producto amplificado es digerido por un enzima restriccion diferente para cada
mutacién (ver tabla 4) a 37°C de temperatura durante toda la noche. La mezcla de

reaccion es la misma en todos los casos:

26 uL del producto amplificado
3 uL de tampdn del enzima de restriccion (10X)

1 uL de enzima

ENZIMA MUTACION CEBADOR1 CEBADOR 2

Hae III A3243G 3116-3134 3353-3333
Ban II A8344G 7955-7979 8372-8345
Alul G6930A 6744-6771 7018-6988
Gsul T14487C 14287-14309 14465-14489

Tabla 4. Listado de enzimas de restriccién utilizados para cuantificar por RFLP las
mutaciones. Se indican los cebadores que se utilizan para amplificar las regiones que
contienen las mutaciones. La numeracién de los cebadores es seglin la secuencia de
Anderson (Anderson S, 1981). (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)

3.1.4.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para analizar los diferentes fragmentos de ADN generados por la digestion enzimética,
se separan en un gel de poliacrilamida vertical. Segiin el tamafio de los fragmentos a
analizar se utilizan diferentes porcentajes de poliacrilamida. En la tabla siguiente se
muestran las cantidades necesarias de los diferentes componentes para realizar un gel de

poliacrilamida a una determinada concentracion:



Concentracion Poliacrilamida 12% 20%
Tamafo fragmentos a separar 40-200 pares de bases ~ 6-100 pares de bases
Bisacrilamida 30% 20 mL 33,3 mL
TBE 5X 10 mL 10 mL
Agua destilada 19,65 mL 6,35 mL
Persulfato amonico 10% 0,35 mL 0,35 mL
Temed 0,020 mL 0,020 mL

La electroforesis se realiza en tampén TBE 1X, aplicando un voltaje de 300 voltios
durante unas 2 o 4 horas, segtin el porcentaje de acrilamida del gel y de los tamafios de
los fragmentos a separar. Una vez acaba la electroforesis, el gel se cubre con pléstico y
se expone a una pantalla del Phosphoimager (BioRad, Hercules, CA) durante una hora.
A continuacién se revela la pantalla con un lector Phosphoimager. Para cuantificar los
porcentajes de los productos de la digestion se utiliza el programa informatico Quantity

One® (Biorad, Hercules, CA).

3.1.4.8 Haplotipaje del ADNmt por enzimas de restriccion

Existen cuatro polimorfismos que definen los principales haplotipos del ADNmt. Estos
polimorfismos son: T4216C, C7028T, G12308A y G13708A. El haplotipaje de las
células se realiza amplificando un pequefio fragmento de ADNmt por PCR, y
posteriormente se digiere con un enzima de restriccion adecuado. En la siguiente tabla
se muestran los cebadores necesarios para amplificar los diferentes fragmentos y los

enzimas necesarios en cada caso:

Cebador Secuencia 5°— 3’ Tamano T2 hibridacion Enzima
L4216 CTACTTCTAACCTCCCTGTT
313 bp 58 Nla III
H4216 CTTACTTTAGGATGGGGTGT
L7028 TCGCCACACTCCACGGAAG
261 bp 60 Alul
H7028 TGGCGTAGGTTTGGTCTAGG
L12308 CTCAACCCCGACATCATTACC
235 bp 60 Hinf I
H12308 ATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAAGATT
L13708 TCTTCTCACCCTAACAGGTC
248 bp 63 Mva I
H13708 GTTGGTTAGGTAGTTGAGGT




A continuacion se describen las condiciones de la PCR:

desnaturalizacién 94°C 3 minuto

desnaturalizacion 94°C 30 segundos

hibridacién X 30 segundos x 30 ciclos
elongacion 72°C 1 minuto
elongacion final 72°C 5 minutos

La digestion de los diferentes fragmentos y su posterior anélisis por electroforesis, se
realiza de igual manera que en los apartados 3.1.4.6 y 3.1.4.7. Los fragmentos se
visualizan tifiendo el gel de poliacrilamida en una solucién que contenga TBE con
bromuro de etidio (60 uL de bromuro de etidio en un litro de TBE 1X), durante una
hora.

Los haplotipos se definen segun la siguiente tabla:

LTI POLIMORFISMO
C7028T T4216C A12308G G13708A

H - - - +

+ + - +

J + + - -

UK + - + +

Y + - - +

+ — Diana de restriccién presente - — Diana de restriccién ausente

3.2 Lineas celulares

3.2.1 Generacion de los cibridos transmitocondriales

Los cibridos transmitocondriales humanos se crean a partir de lineas celulares que
contienen mitocondrias que carecen de ADNmt (células rho’ (po)), que son repobladas
con mitocondrias (y a su vez con ADNmt) exdgenas mediante la fusiéon con plaquetas
de pacientes. Se utilizan células rho” derivadas de una linea celular deficiente en
timidina quinasa (143b TK"), por lo que el medio de cultivo utilizado para crecer estas
células necesita la adicién de uridina. El medio utilizado para seleccionar las células

fusionadas (células transmitocondriales), se suplementa con S5-bromodeoxiuridina



(BrdU). De esta manera, cualquier célula contaminante en el medio, al tener timidina

quinasa, incorporard BrdU en su ADN y morir4.

3.2.1.1 Soluciones y medios utilizados en la preparacion de cibridos

transmitocondriales

- solucidn fisiolégica salina para aislar plaquetas:
0,15 M NaCl,
15 mM Tris-HCI pH 7,4

- medio de fusién de las células
0,1 M citrato sodico dihidratado,
DMEM sin calcio,
0,15 M NaCl

- Solucién de polietilén glicol (PEG) al 42%: esta solucién se prepara el
mismo dia unas horas antes de la fusion. Primero se autoclavan 8,4 g de PEG
1500 (BDH Laboratory Supplies, Poole, England) en un erlenmeyer de 50
mL, durante 15 minutos. Antes de que el PEG se solidifique, se afladen 2 mL
de DMSO y 9,6 mL de DMEM (del inglés Dubelcco’s modified Eagle’s
medium) sin calcio. La solucién se guarda a 37°C hasta su uso.

- Medio rho”: medio DMEM suplementado con 10% FBS (suero fetal bovino),
50 pug/mL de uridina y 0,5% de una solucién de penicilina y estreptomicina.

- Medio de seleccion: medio DMEM suplementado con 10% de FBS
dializado, 100 pg/mL de BrdU vy 0,5% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina).

- Solucién TD: 0,137 M NaCl, 10 mM KClI, 0,7 mM Na,HPOy, 25 mM Tris-
HCl pH 7,4

- Soluciéon TD + EDTA: solucién TD suplementada con EDTA disddica
ImM.

- Solucién de tripsina (10X): 0,5% (w/v) tripsina (ICN Biomedicals, Costa
Mesa, CA) en agua. Se guarda a 4°C. La solucién de trabajo se diluye 10
veces en el tampon TD + EDTA.

- Medio de congelaciéon: 17,5 mL de DMEM, 5 mL de FBS y 2,5 mL de
dimetil sulf6xido (DMSO).



3.2.1.2 Aislamiento de las plaguetas

Se recogen de 15 a 20 mL de sangre del paciente en tubos con heparina para evitar su
coagulacion. Se mide el volumen total de la sangre del paciente, y se transfiere a un
tubo falcon de 50 mL. Se afilade una novena parte del volumen de solucién fisoldgica
salina. Se mezcla bien por inversion y se centrifuga a 200 xg durante 20 minutos a 12°C.
Se recogen tres cuartas partes del sobrenadante (plasma) y se cuentan las plaquetas en
un hemocitémetro. Seguidamente se centrifuga el plasma en tubo falcon de 15 mL a
1500 xg durante 20 minutos a 15°C. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el

pellet en 11 mL de solucién fisoldgica salina.

3.2.1.3 Fusién de las plaquetas con las células rho’

Se transfieren 7 mL de la suspension de plaquetas a un tubo falcon estéril de 15 mL y se
centrifuga a 1500 xg durante 15 minutos a 15°C. Posteriormente se aspira el
sobrenadante dejando unos 100 por encima del pellet.

De forma paralela se tripsiniza una placa de cultivo con células receptoras (po). Para
tripsinizar las células primero se lava la placa de cultivo con PBS, y depués se afiade la
tripsina y se deja actuar durante 5 minutos a 37°C. Una vez las células se desenganchan
del fondo de la placa, se centrifugan y se cuentan en una camara de contaje de células.
El pellet se resuspende con DMEM sin calcio a una concentracién de 5 x 10°
células/mL. Se anaden 2 mL de la suspensiéon de células rho” (en total 1 millén de
células) al pellet de plaquetas con mucho cuidado de no desenganchar el pellet. Se
centrifuga el tubo a 180 xg durante 10 minutos y se desecha el sobrenadante. Con una
pipeta Pasteur se afiaden 0.1mL de la solucién de PEG al 42% y se resuspende el pellet.
Cuando el pellet esta casi resuspendido, se incuba un minuto a temperatura ambiente, se
afiaden 10 mL de medio rho’ y se resuspenden durante 30 segundos.

Una vez bien agitado, se prepara una dilucién 1:10 con el mismo medio y se siembran
las células en placas de 96 pocillos, haciendo por lo menos tres nuevas diluciones de la

siguiente manera:

- a 10 mL de la dilucién 1:10 se afiaden 10 mL de medio tho’ y se siembran
0,2 mL en cada pocillo de la placa de 96,
- a2.5mL de la dilucién 1:10 se afiaden 7.5 mL de medio rho” y se siembran

0,1 mL en cada pocillo de la placa de 96,



- al mL de la dilucién 1:10 se afiaden 9 mL de medio rho® y se siembran 0,1

mL en cada pocillo de la placa de 96.

La placa de 96 pocillos con las células sembradas se deja en un incubador de cultivos
celulares a una temperatura constante de 37°C y una atmésfera de CO, al 5%. Las
células que no se han sembrado, se recogen por centrifugaciéon (180 xg durante 5
minutos) y se resuspenden en medio de congelacion. Se hacen alicuotas de ImL/vial y
se congelan de manera progresiva y finalmente se dejan almacenadas en nitrégeno
liquido.

Dos o tres dias después de haber sembrado las células en las placas de 96 pocillos, se
cambia el medio rho’ por medio selectivo (sin uridina y con BrdU), que se cambia cada
3 dias. Una vez pasados de 10 a 12 dias después de haber empezado la seleccion, las
colonias ya son visibles y estdn a punto para ser transferidas a placas de cultivo
mayores.

Las placas de 96 pocillos que presentan un mayor nimero de pocillos negativos
(preferentemente mas del 70-80%) son los mas recomendables para aislar los clones, ya
que asi se reduce la probabilidad de tener mas de una colonia por pocillo.

Para transferir cada colonia, primero se lava el pocillo con 0,2 mL de tampén TD. Se
decanta el tamp6n y se afiaden 0.ImL de solucién de tripsina. Cuando las células se
desenganchan, se transfieren directamente con una pipeta Pasteur a una placa de cultivo

mayor que contiene 2 mL de medio selectivo.

3.2.2 Mantenimiento de los cultivos de cibridos transmitocondriales
3.2.2.1 Medios de cultivo
Las lineas celulares MERRF_0%, MERRF_100%, MELAS_100% y ND6_100% se

cultivan utilizando el siguiente medio de cultivo:
- DMEM
- 10% suero fetal bovino
- 1% penicilina-estreptomicina-fungizona
- 1% piruvato sédico
- 1% L-glutamina

- 1% aminoacidos no esenciales



Las lineas celulares COX_0% y COX_100% se cultivan en el mismo medio, pero
adicionado con uridina (0,025 gramos de uridina/500 mL de medio). Se suplementa con
uridina para superar el bloqueo en la sintesis de uracilo, que requiere la actividad del
enzima dihidroororato deshidrogenasa, unido al complejo IV de la CTE (King MP,
1989).

3.2.2.1 Tripsinizacion de las placas de cultivo

Para tripsinizar las placas de cultivo se utilizan los métodos habituales. Antes de que el
cultivo llegue a la confluencia, se elimina el medio de cultivo por aspiracién, y se lava
con 5 mL de PBS. Se aspira el PBS y se afiaden 5 mL de tripsina. Se introduce la placa
en el incubador y se deja durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo las células estdn
desenganchadas y se recogen por aspiracion y se colocan en un tubo falcon, con 1 mL
de medio completo. Se centrifuga el tubo durante 5 minutos a 1000 xg. Se aspira el
sobrenadante y se resuspende el pellet con 5 mL de medio completo si se resiembra, o

con PBS si se cuentan.

3.3 Determinacion de la produccién de peréxido de hidrégeno

3.3.1 Fundamentos del método

Se utiliza la determinacién de la produccién de peréxido de hidrégeno (H,O,) para
cuantificar la produccion de especies reactivas de oxigeno en las células. Este método
fue originariamente descrito por Kenston y Brandt en el afio 1965, para medir el
peréxido de hidrogeno en una solucién acuosa (Kenston AS, 1965) (Brandt R, 1965).

Se basa en la utilizacidén del diacetato de diclorofluorescina (en adelante DCFH-DA),
que es un compuesto no fluorescente estable de naturaleza hidrofébica. Esta
caracteristica le permite atravesar libremente las membranas bioldgicas e introducirse en
el interior de las células. Una vez en el interior de las células la molécula es desacetilada
para formar el compuesto no fluorescente 2°,7’-diclorofluorescina (en adelante DCFH).
Este proceso se cree lo realizan esterasas intracelulares. La DCFH reacciona
rapidamente con el peroxido de hidrégeno intracelular para formar 2°,7°-
diclorofluoresceina (en adelante DCF), un compuesto que se puede medir por

fluorescencia.



3.3.2 Preparacion de las células para el ensayo

Para el ensayo se necesitan como minimo 2x10° células. La determinacién se realiza por
duplicado. Las células tripsinizadas se lavan con PBS y se recogen por centrifugacion.
El pellet se resuspende en 10 mL de PBS y se mantiene en hielo.

Las células se dividen en 4 tubos de polipropileno donde cada tubo contiene 2,5x10°

células. Se completa el volumen hasta 3 mL con PBS. Se mantienen en hielo.

3.3.3 Procesamiento de las muestras

A cada tubo anterior se afiaden 24 pL de una solucién de DCFH-DA (Molecular Probes,
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) 1,25 mM (concentracién final es 10 uM). Se agitan
rapidamente en un vortex y se ponen a incubar en un bafio de agua a 37°C con agitacion
suave, a excepcion del tubo “0 minutos”, que se procesard inmediatamente.

A cada tiempo de incubacién: 15, 30 y 45 minutos, se sacan los tubos correspondientes
del bafio de 37°C y se colocan en hielo. Para romper las células y liberar la DCF, se
sonica (XL-Microson Ultrasonic cell disruptor, Heat Systems INC) cada muestra
durante 1 minuto y 15 segundos, en ciclos de 15 segundos. Una vez sonicadas las
muestras se centrifugan durante 2 minutos a 1000 xg a 4°C y se conserva el
sobrenadante.

Se lee inmediatamente la fluorescencia del sobrenadante de las muestras en un
fluorimetro (SFM 25, Kontron Instruments), con una longitud de onda de excitacién de
488 nm y una longitud de onda de emision de 525 nm.

3.3.4 Preparacion de la recta patron

Se prepara una recta patrén con DCF (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steimheim,
Germany) de la siguiente manera:
Solucién 1: se prepara una solucioén 1,0 mM de DCF en metanol

Solucién 2: se cogen 100 UL de la solucién 1 y se diluyen en 99,9 mL de PBS.

Concentracion final (WuM) Volumen de la solucién 2 (uL) Volumen de PBS

(uL)
0,06 180 2820
0,05 150 2850
0,04 120 2880
0,03 90 2910

0,02 60 2940



0,01 30 2970
0,005 15 2985

Cada estandar se lee directamente en el fluorimetro y se anota la fluorescencia. Se

calcula la recta de regresion entre la concentracion de DCF y la fluorescencia obtenida.

3.3.5 Procesamiento de datos

A partir de la ecuacién obtenida de la recta patrén se calculan los micromoles de DCF
(equivalente a peréxido de hidrégeno) producidos en cada tiempo de incubacion,
utilizando la fluorescencia obtenida en cada muestra. El1 DCF en la célula se forma de
manera equimolar al per6xido de hidrégeno, los micromoles de DCF producidos son
equivalentes a los micromoles de peréxido de hidrégeno (Keston AS, 1965) (Cathcar R,
1983).

A continuacién se calculan los micromoles de peréxido de hidrégeno producidos por
unidad de tiempo. Este valor se obtiene de la pendiente de la recta de regresion entre el
tiempo de incubacién y los micromoles de peréxido de hidrégeno producidos en cada
tiempo de incubacion. Se representa graficamente la produccién de H,O, en el tiempo.

Sélo se consideran aquellos tiempos en que la grafica sea lineal.

3.4 Determinacion de la oxidacion lipidica

3.4.1 Fundamentos del método

Para valorar la oxidacion de los lipidos se determinan los niveles de malondialdehido,
un marcador de oxidacién lipidica ampliamente utilizado. Se utiliza la capacidad del
MDA de reaccionar con el dcido tiobarbitdrico para dar un compuesto coloreado, que se
puede valorar tanto por espectrofotometria como por fluorescencia. Para hacer mas
especifico el método se separa el producto MDA-TBA por HPLC.

Un problema importante de esta técnica es la formacion de MDA durante el
procesamiento de las muestras. Este MDA también reaccionard con el TBA, con lo que
puede sobre valorar los resultados obtenidos. Previamente a la determinacion se realiz6
una busqueda bibliografica de los antioxidantes empleados y las concentraciones
utilizadas. El EDTA y el hidroxitolueno butilado (BHT) eran los més utilizados, pero no
habia un consenso claro de que concentracién era la mas adecuada. Tampoco habia

ningun estudio anterior donde utilizaran un espécimen similar al nuestro.



Por estas razones antes de empezar a valorar el MDA en nuestras muestras se creyo

importante determinar qué antioxidante era el méds adecuado, y a qué concentracion.

3.4.2 Preparacion de las muestras

En este apartado se explica la preparacion de las muestras en el estudio de la
concentracion de BHT o EDTA, tanto para los muestras de los cibridos como para los

estandares.

3.4.2.1 Optimizacion del método de determinacion de MDA: estudio de la

concentracion de BHT o EDTA

En este estudio se valoran los efectos del uso de diferentes concentraciones de BHT y
de EDTA sobre la cantidad final de MDA obtenida en los cibridos.

Para ello se recogen por tripsinizacion 48 millones de células que se dividen en
diferentes tubos a razén de 6,5 millones de células por tubo. A partir de este momento
todo el proceso se realiza en frio. Las células se resuspenden en 700 uL de acido
ortofosférico 0,44 M (Merck, KgaA, Darmstadt, Germany) y a cada tubo se le afiade
una concentracion diferente de BHT (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steimheim,
Germany) (0,9; 1,81; 3; 3,6 y 4,5 mM) o de EDTA (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Steimheim, Germany) (0,1; 0,5; 1; 5 y 10 mM). Las células se homogenizan (veinte
golpes a 1100 rpm) en un Potter (Potter S, B.Braun, Melsunge, Germany). Cincuenta
microlitros de este homogenado se utilizan para la determinacién de proteinas
(procedimiento explicado en el apartado 3,7). A 250 uL del homogenado se anaden 85
uL de TBA (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steimheim, Germany) 42mM, y se
completan hasta un volumen final de 750 uL con agua MilliQ (MilliQ Plus System,
Millipore®, Bedford, USA).

Las muestras se tapan y se incuban durante una hora a 95°C en un bafio seco (Block
heater, Stuart Scientific, Watford, Herts, UK). Después de la incubacién las muestras se
enfrian en un bafio de hielo. Se transfieren 500 uL de cada reaccién a un tubo, donde se
afladen 50 puL de 4cido perclérico al 70% (Merck, KgaA, Darmstadt, Germany). Se
centrifugan a 2500 xg durante 10 minutos para precipitar las proteinas. 20 pL del

sobrenadante se inyectan en el sistema HPLC.



3.4.2.2 Preparacion de las muestras a partir de las células

Una vez estandarizado el método de tratamiento de las células se analiza el contenido de
MDA de las muestras del estudio, utilizando solamente un antioxidante y a una

concentracion. El método es el explicado en el apartado anterior.

3.4.2.3 Preparacion de la recta patron

La recta patrén se realiza a partir de 1,1,3,3-tetracthoxypropane (en adelante TEP)
(Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, Steimheim, Germany), que al hidrolizarse, libera MDA
de forma estequiométrica (Nielsen F, 1997).

Se prepara una primera dilucién (Dilucién 1) utilizando 50 puL de la solucién comercial
de TEP y se lleva a un volumen final de 25 mL con etanol al 40%. Esta dilucion 1 tiene
una concentracién de 8,02 mM, y es estable durante un mes conservada a 4°C. Se
prepara una segunda dilucién (dilucién 2), cogiendo 500 puL de la dilucién 1 llevandolos
hasta 100 mL con etanol al 40%. Esta dilucién 2 tiene una concentracion final de 40,01
UM, y es estable durante quince dias conservada a 4°C. A partir de esta dilucién 2, se

preparan cada dia los diferentes puntos de la recta patrén de la siguiente manera:

Volumen de la dilucién 2 (uL) Volumen de H;PO4 (mL) Concentracion final

(uM)
31,2 csp. 25 mL 0,05
62,3 csp. 25 mL 0,1
93,5 csp. 25 mL 0,15
188 csp. 25 mL 0,3
375 csp. 25 mL 0,61
561 csp. 25 mL 0,9

El procesamiento de la recta patron se realiza de forma similar a las muestras, a 250 pL.
de cada punto de la recta, se afiaden 25 UL de una soluciéon de BHT al 2% y se agitan.
Posteriormente se afiaden 85 pLL de TBA 42mM y agua destilada hasta un volumen final

de 750 uL. A partir de este momento se procesan de igual manera que las muestras.



3.4.2.4 Procesamiento de los controles

Como control se utiliza un pool de plasma alicuotado a -80°C. En cada ensayo se
utilizan 100 uL. de plasma y se afiaden 150 pL de 4cido ortofosférico y 25 ulL de BHT

2%. Posteriormente los controles se procesan igual que muestras y estindares.

3.4.3 Separacion cromatografica por HPLC

Se utiliza un sistema cromatografico compuesto por un sistema separador Alliance 2695
(Waters Corporation, MA, USA) y un detector de fluorescencia (Waters 474 fluorescent
detector, Waters Corporation, MA, USA). La columna que se utiliza es una Symetry C;g
de 150 mm de longitud y 4,6 de didmetro interno con un tamafio de particula de 5 um
(Waters Corporation, MA, USA). Se utiliza una precolumna Symetry Cig de 20 mm de
longitud y 3,9 de didmetro interno con un tamafio de particula de 5 um (Waters
Corporation, MA, USA). La fase mévil que se utiliza durante el proceso de separacion
estd compuesta de: fosfato potdsico 50 mM pH 6,8 (60 %) y metanol (40%), a un flujo
constante de 0,8 mL/min. La determinacion del aducto TBA-MDA se realiza a una
longitud de onda de excitacién de 515 nm y de emisién de 553nm. Los cromatogramas
que se obtienen se integran mediante el software Millenium (Waters Corporation, MA,

USA).

3.5 Determinacion de la oxidacion de proteinas

3.5.1 Fundamentos del método

El método que se utiliza para la deteccion de las proteinas oxidadas, consiste en la
derivatizacion de las proteinas celulares con 2,4-dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Steimheim, Germany) (en adelante 2,4-DNPH), la posterior separacién
de las proteinas mediante un gel de poliacrilamida, transferencia a una membrana de
PVDF y finalmente la deteccion de todas las proteinas oxidadas mediante la utilizacion
de un anticuerpo, que reconoce especificamente el compuesto 2,4-dinitrofenilhidrazona,

que ha reaccionado con los grupos carbonilo oxidados de las proteinas.

3.5.2 Procedimiento

3.5.2.1 Obtencion v derivatizacion de las proteinas

Se necesitan aproximadamente 30 millones de células de cada linea celular para realizar
el ensayo. Se lavan las placas con PBS (10mL cada vez), para eliminar el medio de

cultivo. Después de los lavados se anaden 3 mL de PBS y se separan las células de la



placa utilizando un rascador de células. Se colocan en un tubo falcon de 15 mL y se
centrifugan a 1000 xg durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y se resuspende en

400 uL de tampon de lisis, que estd compuesto de:

- PBS 1X

- 1mM EDTA

- 0,7 ug/ uL de pepstatina
- 0,5 pg/ uL de leupeptina
- 0,5 pg/ uL de aprotinina

Se transfieren los 400 uL a un tubo Eppendorf y se coloca en un bafio de hielo. Se
sonican las células durante un 1 minuto y 15 segundos, en ciclos de 15 segundos.
Posteriormente se afiaden 40 uL de sulfato de estreptomicina al 10% en Hepes 50 mM
pH 7,2, se agita y se deja incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Al finalizar la incubacién se centrifuga durante 10 minutos a 10000 xg a temperatura
ambiente, y se recoge el sobrenadante. Se utilizan 50 UL del sobrenadante para realizar
la determinacién de proteinas.

A 215 pL del sobrenadante se afaden 215 pL de una solucién de SDS (Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Steimheim, Germany) al 12% y se agita bien. Posteriormente al mismo
tubo se afiaden 139,8 uL de una solucién de 2,4-DNPH 20 mM en 20% de acido
trifluoroacético (Merck, KgaA, Darmstadt, Germany), se agita por inversion dos veces,
y se guarda en la oscuridad durante 25 minutos a termperatura ambiente.

Una vez finalizada la incubacion se neutraliza anadiendo Tris 2M/30% glicerol/19% [3-
mercaptoetanol, cambiando de color amarillo a naranja. Se debe registrar el volumen
utilizado para la neutralizacion. Se pipetean 100 pL de las proteinas neutralizadas a un
tubo Eppendorf y se anaden 25 pL de azul de bromofenol al 5%. Las muestras ya estan

listas para ser cargadas.

3.5.2.2 Separacion de las muestras mediante un gel SDS-PAGE

En cada ensayo se utilizan en paralelo dos geles, uno se transfiere y el otro se tifie con
Coomassie. Para preparar los geles se precisan de los siguientes reactivos:

- solucién 1: Acrilamida-bisacrilamida 30%

- solucién 2: Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8

- solucién 3: Tris-HC1 0,5 M pH 6,8



- solucién 4: SDS 10%

Todas las soluciones, a excepcion de la 4 se filtran y desgasifican. La solucién 4 se
prepara diariamente. En la preparacion de los geles de la electroforesis se mezclan los

reactivos anteriores de la siguiente manera:

Reactivo Gel inferior (10%) (mL) Gel superior (4% ) (mL)

Solucién 1 6,7 1,3

Solucién 2 s e
Soluciéon3 e 2,5

Agua milliQ 8 6

Solucién 4 0,2 0,1

TEMED 0,01 0,007
Persulfato amoénico 0,1 0,07

Una vez polimerizados los dos geles se monta el sistema en la cubeta de la
electroforesis y se llena la cubeta con el tampo6n Tris-HCI 0,025M, glicina 0,192M, SDS
0,1% pH=8,3. Una vez limpiados los pocillos, se cargan de 10 a 15 pug de las muestras.
La electroforesis dura 120 minutos y se utiliza un voltaje de 130 V.

Al finalizar la electroforesis uno de los dos geles se guarda para realizar la transferencia

mientras que el otro se tifie para cuantificar las proteinas cargadas en cada carril.

3.5.2.3 Tincion v secado del gel con Coomassie

El gel que se va a tefiir se lava durante 5 minutos con agua destilada en constante
agitacion en una bandeja. Al cabo de los 5 minutos se afiade un determinado volumen
(hasta que el gel quede cubierto) de la solucién de azul de Coomassie al 0,25%, y se
deja agitando durante 20 minutos. Posteriormente se elimina la solucién de tefiido y el
gel se coloca en otra bandeja donde previamente se ha afiadido unos 50 mL de una
solucién de desteflido compuesta de metanol al 50% y 4cido acético al 10% y se deja
agitando durante 2 horas. La solucién de destefiido se cambia cada 30 minutos. Al cabo
de las 2 horas y cuando el fondo del gel es transparente se elimina la solucién de
destefiido y se coloca en otra bandeja con 50 mL de una solucién compuesta de metanol

al 5% y 4cido acético al 7%, que rehidrata el gel.



Se deja en esta solucion durante 30 minutos y posteriormente se coloca el gel sobre un
papel absorbente y se seca en un secador de geles durante 3 horas. Posteriormente se

digitaliza sobre un escaner y se guarda la imagen obtenida.

3.5.2.4 Transferencia vy revelado de la membrana

Se coloca el gel en tampdn de transferencia formado por Tris 25 mM, glicina 190 mM,
metanol al 20% y SDS 0,1%. Se cortan 4 papeles de filtro de una medida de 8x6 cm y
una membrana de PVDF (Millipore®, Bedford, USA) de las mismas dimensiones. Se
moja la membrana en metanol hasta que queda traslicida y posteriormente se deja en el
tampon de transferencia. Se humedecen los 4 papeles de filtro en el mismo tampén y se
monta el sistema de transferencia, teniendo cuidado de no dejar burbujas de aire entre el
gel y la membrana. Se monta la transferencia utilizando el mismo tampon anterior, y se
deja durante 90 minutos a 100 V.

Una vez ha acabado la transferencia se incuba en solucién de bloqueo (5% leche
descremada en polvo, 0,01% Tween-20 en PBS 1X) durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuaciéon se afiade a la membrana el anticuerpo anti
dinitrofenilhidrazona (DAKO A/S, Denmark) a una dilucién 1:100000 preparado en
solucion de bloqueo. Se incuba durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se deja
atemperar la membrana y se realizan 3 lavados de 15 minutos con PBS 1X.

Se incuba la membrana con el anticuerpo secundario en una dilucién 1:5000 durante 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizan 5 lavados de la membrana de
10 minutos con un solucién de 0,01% Tween-20 en PBS 1X.

El revelado de la membrana se realiza utilizando el kit quimiluminiscente ECL+Plus®
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK), tal como indica el protocolo del kit. La
quimiluminiscencia se registra utilizando el detector Fujifilm Las-6000 (Fuji Photo Film

Co. Ltd., USA)

3.5.2.5 Analisis de resultados

Se densitometra tanto la imagen obtenida del escaneado del gel tefiido con coomassie
como la obtenida de la membrana de PVDF, utilizando el software Quantity One®
(BioRad, Hercules, CA). Se calcula el cociente entre el valor obtenido en la
densitometria de la membrana (grupos carbonilo) y el valor obtenido del mismo carril

en la densitometria del gel tefiiddo con Coomassie (carga de proteinas).



3.6 Determinacion de la oxidacion del ADN

3.6.1 Fundamentos del método

Para determinar la oxidaciéon del ADN se utiliza un método de PCR semicuantitativa
donde se realizan dos PCR, una de un fragmento largo donde la Taq polimerasa
amplificard en menor eficiencia si el ADN estd oxidado, y una PCR de un fragmento
muy corto, donde la Taq polimerasa no va a encontrar diferencias de oxidacién del
ADN, y que se utilizard para normalizar por la cantidad de ADNmt presente en la
muestra. Al tratarse de un método de PCR semicuantitativa se ha de controlar la calidad
del ADN amplificado, y la cantidad exacta utilizada como molde en la PCR. A
continuacion se describen los métodos utilizados para extraer el ADN asi como para su

amplificacién y cuantificacién de los productos de la PCR.

3.6.2 Procedimientos

3.6.2.1 Extraccion y calculo de la concentracion del ADN

Para realizar esta técnica se requiere que el ADN extraido sea de buena calidad y que no
esté excesivamente fragmentado. Es importante no utilizar un protocolo de extraccién
que incluya agentes que pudieran oxidar al ADN, como por ejemplo el fenol,
ampliamente utilizado en este proceso. Por estas consideraciones se utiliza el kit
comercial de extracciéon de ADN “QIlamp DNA Mini Kit” (QiAgen, GmbH, Germany).

El protocolo para la extraccion es el recomendado por el fabricante:

- Se utilizan aproximadamente dos millones de células obtenidas por
tripsinizacién en un tubo falcon.

- Se lavan dos veces con PBS y después del segundo lavado se deja el pellet
seco.

- Seresuspende con 200 uL de PBS y se traspasan a un tubo Eppendorf.

- Se anaden 20 uL. de QIAGEN protease y se agita.

- Se anaden 200 pL de tampén AL (previamente agitado).

- Se incuban 10 minutos a 56°C. Se hace un spin.

- Se afiaden 200 uL de etanol 96% y se mezcla durante 15 segundos. Se
vuelve a hacer una spin.

- El contenido del tubo se pasa a una columna proporcionada en el kit. Se
centrifuga a 6000 xg durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se pone la

columna en un tubo nuevo y se descarta el tubo con el eluido.



- Se afiaden 500 uL del tampén AW1 en el centro de la columna. Se vuelve a
centrifugar a 6000 xg durante 1 minuto. Se descarta el eluido y se coloca la
columna en un tubo nuevo.

- Se afiaden 500 pL del tampon AW2 en el centro de la columna. Se
centrifuga a 20000 xg durante 3 minutos. Si quedan restos de tampén AW?2
se puede volver a centrifugar a 20000 xg durante un minuto.

- Se colocan las columnas en un tubo nuevo. Se afiaden a la columna 200 pL
de agua destilada. Se incuba a temperatura ambiente de 1 a 5 minutos y se
centrifuga a 6000 xg un minuto.

- Se conserva el eluido a 4°C y se lee la concentracion antes de congelar.

En este método al ser una PCR semicuantitativa es muy importante cuantificar
correctamente el ADN extraido. Para ello se realiza una primera determinacién del
ADN tal como se describe en el apartado 3.1.4.2; y se preparan diferentes alicuotas a
una concentracién final de 50 ng/uL. Posteriormente se vuelve a leer la concentracion
de ADN de estas alicuotas y este resultado es el que se utiliza para calcular la cantidad

de ADN que se pone en la PCR semicuantitativa.

3.6.2.2 PCR cuantitativa y gel de visualizacion de los productos

En esta técnica se requiere de la amplicaciéon de dos fragmentos: uno largo de 8,9
kilobases (en adelante kb) y otro corto de 207 pares de bases (en adelante pb). Para ello

se utilizan las siguientes condiciones:

Fragmento largo:

DNA 50/100 ng
Tampoén 3.3X 1X
dNTPS 200 uM
Cebador 20 pmoles
Magnesio 1,3 mM
Taq pol” 1 unidad
Agua csp 50 uL

“Gene Amp® XL PCR kit (Applied Biosystems, Warrington, UK)

Los cebadores utilizados son los siguientes:



Cebador A: 5’-TTT CAT CAT GCG GAG ATG TTG GAT GG-3’
Cebador B: 5’-TCT AAG CCT CCT TAT TCG AGC CGA-3’

Las condiciones de la PCR son las siguientes:
Pre-PCR 75°C 2 minutos
94°C 1 minuto
PCR 94°C 15 segundos i
x 19 ciclos
64°C 12 minutos
72°C 10 minutos

4°C oo

Fragmento corto: DNA 50/100 ng
Tampoén 3.3X 1X
dNTPS 200 uM
Cebador 20 pmoles
Magnesio 1,3 mM
Taq pol” 1 unidad
Agua csp 50 uL

“Gene Amp® XL PCR kit (Applied Biosystems, Warrington, UK)

Los cebadores utilizados son los siguientes:
Cebador C: 5’-ACT TCC TAC CAC TCA CCC TA-3’
Cebador D: 5’-TGA TAG GTG GCA CGG ACA AT -3’

Las condiciones de la PCR son las siguientes:
94°C 1 minuto

94°C 15 segundos
50°C 30 segundos x 25 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 5 minutos

Los productos de las dos PCRs se visualizan en un gel de agarosa al 0.8%, segun el

apartado 3.1.4.4. La electroforesis se realiza durante 35 minutos a 100 V. A



continuacion el gel se visualiza en un transluminador y se realiza una fotografia del

mismo. La densitometria de las bandas se registra con el programa Quantity One®.

3.6.2.3 Calculo de la eficiencia de amplificacion

Para calcular la eficiencia de amplificaciéon en cada linea celular se procede a
normalizar el resultado por la cantidad de ADNmt presente en la muestra. Para ello se
divide el valor obtenido en la densitometria del fragmento amplificado de 8,9 kb, por el
valor correspondiente obtenido en la densitometria del fragmento amplificado de 209
pb. Después se compara el resultado obtenido de la muestra procedente de las células

control con la muestra procedente de las células mutadas.

3.7 Determinacion de proteinas

En algunas de las técnicas utilizadas los resultados se expresan por cantidad de proteina.
Para la determinacién de proteinas en la muestra se utiliza siempre el mismo método,
que es un método modificado del cldsico de Bradford, utilizando el reactivo Coomassie
Plus™ Protein Assay Reagen (Pierce, Rockford, USA). A 50 uL de la muestra,
previamente diluida para que su lectura estuviese comprendida entre el estandar inferior
y el superior, se anaden 1,5 mL del reactivo de proteinas. Se agita el tubo y se lee a 595
nm. La recta patrén se realiza a partir de una solucién de albimina 2 mg/mL (Pierce,

Rockford, USA), a partir de las diluciones siguientes:

Concentracion
final (mg/mL)
Dilucién A: 250 uL de solucién albimina + 250 puL de tampdén 0,5
Dilucién B: 250 uL de solucién A + 250 pL de tampén 0,25
Dilucién C: 250 pL de solucién B + 250 puL de tampén 0,125
0,025

Dilucién D: 50 pL de solucioén C + 200 puL. de tampdn

El tampén utilizado para la preparacion de los estdndares es el mismo que el de las
muestras. A 50 uL. de muestra se afiade 1,5 mL del reactivo de proteinas, se agita y se

lee 1a absorbancia a 595 nm.



3.8 Analisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se realizan con el programa informético SPSS (SPSS
Inc., Chicago, IL). En el caso de la produccién de peréxido de hidrégeno y del andlisis
de la peroxidacion lipidica de las muestras, se utiliza el test no paramétrico U de Mann-
Whitney. En el estudio de los inhibidores de la peroxidacion lipidica in vitro se utiliza el
test de Kruskal y Wallis. En la comparaciéon de los resultados de los diferentes geles
tanto en la oxidacion de proteinas como en la oxidacién del ADNmt, se utiliza el test no

paramétrico de Willcoxon.



RESULTADOS



4-RESULTADOS

4.1 Diagnostico de pacientes

4.1.1 Paciente 1

La paciente 1 presentaba una severa miopatia asociada a diabetes mellitus y sordera de
herencia materna. La combinacion de diabetes mellitus y sordera de herencia materna se
ha asociado a mutaciones restringidas bdsicamente a tres genes mitocondriales: el
ARN{= OO ARNE VN ARNE AV (DiMauro S, 1998). Se aislé el ADN del
miusculo de la paciente y se secuenciaron estos tres genes. Se encontrd el cambio

adenina por guanina en la posicién 3243 del ARNt="VR),

en forma heteroplasmia.

Una vez se conocid la mutacion de la paciente, se procedié a analizar el porcentaje de
genomas mitocondriales que contenian la mutacién en los tejidos disponibles, tanto de
la paciente indice como de los familiares mds cercanos. El anélisis de RFLP con el
ADN de la paciente y del resto de familiares disponibles, mostré que la paciente tenia
un 80% del ADNmt mutado en el musculo y un 53% mutado en la sangre. Los
miembros de la familia que actualmente son asintomadticos también presentaban la
mutacién en sangre, y en algunos casos los porcentajes de mutacion eran muy elevados,

como en el caso del hijo de la paciente (84% del ADNmt mutado).

A) |;1 Ea:DERA B) v ne3 m2 netaneib ¢ M U
e «— 238 bp
SoRDERA ‘ . - —— e — — <+—169 bp
" 2 e — <+ 97bp

SORDERA - e — — <+— 72 bp

b %
MIOPATIA
1111 In: 2 n:3
IV:1 Iv: 2 IV:3 8 36 55 8 53 0 23 % ADNmt mutado

Figura 21: A) Pedigri miembros de la familia de la paciente 1 (lll:1). Los individuos coloreados en negro presentan
afectacion (diabetes, sordera o ambas (DM = diabetes mellitus)). - indica que individuo es asintomatico para la mutacion.
B) Analisis de RFLP de miembros de la familia descritos en el panel A). Si no existe mutacion el enzima de restriccién
Hae Il corta el fragmento de 238 pb en tres fragmentos de 169, 34 y 32 bp. La mutacién crea una nueva diana y se corta
el fragmento de 169 bp en dos de 97 y 72 pb. lll:1a = musculo de la paciente; lll:1b = sangre de la paciente 1; U =
fragmento sin cortar; C = musculo control.



4.1.2 Paciente 2
La paciente 2 estaba afectada de lipomas multiples y el pedigri familiar sugeria que
podian ser de herencia materna.

El sindrome de lipomatosis

multiple simétrica de herencia

1 2

1 * &—D
1
mutaciones en el ADNmt:
III 51 m - deleciones grandes y tnicas
1 2

- deleciones multiples

materna (MSL), se ha asociado a

tres tipos diferentes de

Figura 22. Pedigri de la paciente 2 (II:2). Los individuos afectados estdn - mutaciones plll'ltll ales en el

gen del ARNt™.

coloreados en negro, y los no afectados en blanco.

La mutacion puntual mas habitual en este gen es el cambio de adenina por guanina en la
posicion 8344 (Berkovic SF, 1991), o excepcionalmente el cambio guanina por adenina
en la posicion 8363 (Casali C, 1999). Se procedi6 en primer lugar a secuenciar el gen
del ARNt™ y se encontr6 el cambio A8344G en el ADNmt procedente de la biopsia de
lipoma.

De igual manera que en el paciente anterior, se procedid a analizar la cantidad de

genomas mitocondriales que contenian la mutacion mediante el andlisis por RFLP.

A) B)
MAGTTAMGATTAGAGAGCCAACACCTCTTTACAGTGAMT | n2 2 _
BMLZ=ZCBML =
- ‘— 108 bp
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Figura 23. En el panel A se muestra el electroferograma de la secuencia del ARNt™*

de la paciente 2, donde se observa la
mutacién A8344G. En el panel B se observa el anilisis por RFLP de la familia de la paciente 2. La mutacién genera una diana de
corte para el enzima de restriccion Bgl 1, que digiere el fragmento original de 108 pb en dos fragmentos de 73 y 35 bp. Tanto de la
paciente 2 (III:2) como de su madre (II:2) se estudiaron los siguientes tejidos: B = sangre, M = musculo, L = lipoma. C = ADNmt

extraido de sangre de controles. En el resto de pacientes estudiados en el pedigri, el ADNmt extraido provenia de la sangre.



El andlisis de RFLP, con los miembros de la familia de la paciente 2 (III:2) descritos en
el pedigri mostré que la mutacion también estaba presente en la sangre de todos los
individuos afectos. La paciente 2 presentaba un 91% de genomas mutados en el lipoma,
un 90% en el muisculo y un 87% en la sangre. Estos mismos tejidos se estudiaron en el
ADNmt de la madre (II:2 en el pedigri), y se encontré que en lipoma tenia el 99% de los

genomas mutados, el 78% en el misculo y en la sangre el 87%.

4.1.3 Paciente 3

La paciente 3 presentaba un cuadro multisistémico que se habia ido complicando con la
edad, con afectacion a multiples 6rganos y tejidos, incluyendo el sistema nervioso
central. En esta ocasion se pudo realizar un estudio de la biopsia muscular, que mostré
una actividad SDH normal, sin presencia de fibras rojo-rasgadas, pero con un marcado

déficit de actividad COX, ya que solo el 10% de las fibras presentaban actividad COX.

Figura 24. Histoquimica del musculo de la paciente 3. En el panel A se observa la tincién para la actividad SDH
que es normal. En el panel B se observa la tincién para la actividad COX, donde se observan muy pocas fibras COX

positivas.
Posteriormente se analizé la actividad de los enzimas de la cadena respiratoria,
revelando un claro déficit de la actividad del complejo IV al compararlo con valores
controles:

Valor observado en la paciente: 0.22 pmol/min/g tejido

Valor observado en controles: 2.8 + 0.52 pmol/min/g tejido

Este déficit era aislado para el complejo 1V, ya que el resto de complejos de la cadena
respiratoria presentaban actividades normales.

Se decidi6 secuenciar las tres subunidades codificadas por el ADNmt del complejo IV
(Col, coll y COlll), y se encontr6 el cambio de guanina por adenina en la posicion

6930, en el gen de la subunidad I. La mutacién cambia un triplete que codificaba el



aminoécido glicina (GGA), por un codén de terminacién de la traduccién. Este hecho

provoca la pérdida de los ultimos 170 aminodcidos de la regiéon C-terminal de esta

subunidad.
AAGAMGAT GMATCCTAGGAL TRV GAGTAC | | 125 L 92
CONTROL | "63 4 29l
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Figura 25. En el panel izquierdo se puede observar el electroferograma del gen COI, mostrando la secuencia de ADNmt de un
musculo control y del misculo de la paciente 3. La reaccién de secuenciacion se realizé con el cebador reverso, por lo que el
cambio de G a A, aqui se observa como de C a T (indicado con una flecha). En el panel derecho se observa el andlisis de RFLP
para la mutacién encontrada. La mutacion genera una diana de restriccion para el enzima Alu I, que corta el fragmento de 92 pb
en dos fragmentos (63 pb y 29 pb). PB = sangre de la paciente; PM = musculo de la paciente; Pm = mioblastos de la paciente;

MB = sangre de la madre; SB = sangre de la hermana.

Se procedié a realizar un andlisis de RFLP de diferentes tejidos de la paciente y de
sangre de la hermana para observar si la mutaciéon se presentaba en estado
homoplasmico o heteroplastico. El andlisis por RFLP demostré6 que la mutacién era
heteropldsmica en la sangre de la paciente, ya que presentaba un 27% de los genomas
mutados, también lo era en el musculo ya que presentaba un 75% de heteroplasmia, y en

los mioblastos cultivados (33%).

4.1.4 Paciente 4

El paciente estaba afectado de BSN (necrosis bilateral del estriado), pero no presentaba
historia familiar de enfermedades neurodegenerativas. Se han descrito casos de BSN
asociados a mutaciones en genes del ADNmt, bdsicamente en polipéptidos del complejo
I (ND6 y ND4) y de la ATPasa (ATPase 6 y ATPase 4). Con la finalidad de estudiar si
la BSN era de origen mitocondrial, se decidi6 estudiar la biopsia muscular. En este caso
también se pudo realizar un andlisis de las fibras musculares por inmunohistoquimica.
Este andlisis revel6 que unas pocas fibras presentaban actividad SDH y actividad COX
aumentadas en la periferia, y ausente en el citoplasma, indicativo de que solo quedaban

mitocondrias sanas en la periferia de estas fibras.
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Figura 26. Histoquimica del paciente 4. En el panel A) se observa la tincién histoquimica para la actividad SDH, que desvel
unas pocas fibras rojo-rasgadas. En el panel B) la tincién para la actividad COX dio positiva, pero se encontraron fibras que solo
presentaban dicha actividad en la periferia. En el panel C) se pueden observar estas fibras con mas detalle.

Posteriormente se procedié a realizar un andlisis bioquimico de los enzimas de la
cadena respiratoria permitié observar un déficit aislado del complejo I, sugiriendo que

el defecto molecular podia estar en algin gen del ADNmt que codificara para alguna

subunidad de la NADH-deshidrogenasa.

Controles Paciente 4
NADH-Cit ¢ Reductasa (I +III) 12-56 493
Succinato Deshidrogenasa (II) 10-25 9.33
Decilubiquinol Cit ¢ oxidoreductasa (I1I) 55-259 73.8
Citocromo c oxidasa (IV) 59-170 99.9
Citrato sintasa (CS) 7-20 19.8

Tabla 5. Actividades de los enzimas de la cadena respiratoria en el misculo de la paciente 4. Los valores estdn expresados como

nmol x min / mg prot. La diferencia significativa estd marcada en gris.

Después de secuenciar los genes del ADNmt codificados por los polipéptidos del
complejo I de la cadena respiratoria, se encontrd la mutacién que provocaba el cambio

de timina a citosina en la posicion 14487 en el gen que codifica para la subunidad ND6.
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Figura 27. En el panel izquierdo se muestra el electroferograma del gen ND6. Se utilizé un cebador reverso, asi la mutacién
aparece en la secuencia como un cambio de A a G. La secuencia superior corresponde al ADNmt del misculo de la paciente 4, y la
inferior a la sangre de la madre, donde se aprecia la posible presencia de mds genomas mutados. En el panel de la derecha se
observa el andlisis por RFLP de la mutacion T14487C en la paciente 4. En la presencia de la mutacién el fragmento de 209 pb es
cortado en dos fragmentos (169 pb y 40 pb) por el enzima Gsu I. C= ADNmt de miusculo control; F= padre del paciente 4;
M=madre de la paciente 4 ; S95 y SO1= sangre del paciente 6 extraida el 1995 y el 2001 respectivamente; m= musculo de la

paciente; P2= sangre de un segundo paciente afectado de BSN, portador de la mutacién T14487C (Dr Montoya)



La mutacién aparecia en estado de heteroplasmia en la secuencia del musculo de la
paciente como en la sangre de la madre, y era un cambio hasta entonces no descrito en
la literatura. Por ello se secuenciaron 150 ADNmt de individuos controles sanos y no se
detect6 la base mutada en ninguno de ellos.

Para estudiar la patogenicidad de la mutacién se realizé un andlisis de RFLP en los
tejidos disponibles de la paciente y familiares. Como la mutacidén no creaba ni destruia
ninguna diana de restriccion, se diseid un cebador reverso que al utilizarlo para
amplificar el fragmento crearia una diana (cebador “missmatch”) (5°-
GTTTTTTAATTTATTTAGCTGGA - 3’°), que en presencia de la mutacién, genera un
punto de corte para el enzima Gsu I. La mutacion era heteropldsmica, presentandose con
una elevada proporcién de genomas mutados en el musculo (93%).

Se midi6 el porcentage de la mutacion en dos muestras de sangre del paciente, una
extraida el afio 1995 (77% de ADNmt mutado) y otra el afio 2001 (67% de ADNmt
mutado). La mutacion también estaba presente en la sangre de la madre (26% de
ADNmt mutado). El estudio de esta paciente se realiz6 en estrecha colaboracion con el
grupo del Dr. Montoya, de la Universidad de Zaragoza. A la vez que se estudiaba al

paciente 4, se identific6 la misma mutacién T14487C en otro paciente afecto de BSN.

4.2 Estudio de la produccion de ROS v daio oxidativo

4.2.1 Generacion de cibridos transmitocondriales

Se consiguieron aislar plaquetas de todos los pacientes descritos en la seccion de
material y métodos, y se fusionaron con células p0 para formar cibridos
transmitocondriales, tal y como se ha explicado en el apartado 3.2.1. Después de la
fusion se seleccionaron diferentes clones y se analiz6 el tanto por ciento de mutacién de
cada uno de los clones mediante la técnica de RFLP.

No se pudieron obtener todos los clones esperados ya que por ejemplo tanto del
paciente 1 como del paciente 4, no se consiguidé un clon que no presentara la mutacion.
Asi los clones que se obtuvieron fueron los siguientes (se indica también el nombre

utilizado para identificar las lineas):

- Paciente 1: MELAS_100%

- Paciente 2: MERRF_0% y MERRF_100%
- Paciente 3: COX_0% y COX_100%

- Paciente 4: ND6_100%



Tanto la linea celular MELAS_100% como la linea celular ND6_100% se compararon
durante todo el estudio con la linea celular MERRF_0%. Se escogié esta linea celular y
no la linea COX_0%, porque a esta tltima se le afiadia uridina en el medio de cultivo ya

que COX_100% asi lo requeria para su viabilidad.

4.2.2 Analisis del haplotipo mitocondrial de las diferentes lineas celulares

Con el objetivo de conocer si nuestras lineas celulares pertenecian a algin haplotipo
mitocondrial en particular, se procedié a su determinacién siguiendo los pasos descritos
en el apartado 3.1.4.8 de la seccion de materiales y métodos. A continuacién se muestra

una figura del analisis de restriccion realizado para el polimorfismo C7028T:

U MR_0%  MR_100% ML_100% ND_100% CX_0% CX_100% PM

800 pb
400 pb

200 pb

100 pb

Figura 28. Gel de acrilamida 12%. RFLP realizada con el enzima Alu 1. El
fragmento amplificado posee una diana interna para el enzima, y si ademads presenta
el polimorfismo C7028T, cortard otra vez mds. U = fragmento sin digerir; MR_ 0%
= MERFF_0%; MR_100% = MERRF_100%; ML_100% = MELAS_100%;
ND_100% = ND6_100%; CX_0% = COX_ 0%; CX_100% = COX_100% y PM =

marcador de peso molecular.

Todas las lineas celulares exceptuando MELAS_100% y ND6_100% presentaron el
polimorfismo buscado, por lo que de momento se pudo concluir (siguiendo el esquema
presentado en la tabla descrita en el apartado 3.1.4.8 de la seccion de material y
métodos), que estas dos lineas celulares eran del haplotipo mitocondrial H, mientras que
de momento no se conocia el de las demads.

Se procedié de la misma manera a realizar la técnica de RFLP para el polimorfismo
T4216C y se observé que lo presentaban todas las lineas celulares, por lo que ya solo
podian ser haplotipo mitocondrial J o T. Para averiguar definitivamente a cudl de los

dos pertenecian, se realizd otro andlisis por RFLP para el polimorfismo G13708A,



observandose que todas las lineas lo presentaban. Asi finalmente los haplotipos

mitocondriales de las lineas celulares fueron los siguientes:

- MERRF_ 0% y MERRF_100%: Haplotipo T
- COX_0% y COX_100%: Haplotipo T
- MELAS_100% y ND6_100%: Haplotipo H

4.2.3 Produccion de peroxido de hidrogeno de las diferentes lineas celulares

Se analiz6 la produccién de peréxido de hidrégeno en todas las lineas celulares como

medida indirecta de la produccién de ROS.

4.2.3.1 Linea MERRF

Los resultados presentados a continuacién son el resultado de experimentos

independientes realizados por duplicado:

— %
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0,5

MERRF_0% MERRF_100%
Figura 29. Produccién de H,O, de la linea celular portadora de la mutacién de

MERREF y de su control isogénico. (*; p<0.01)

MERRF_0% MERRF_100%

Media 1,391 2,341
Minimo 1,216 1,868
Maximo 1,576 2,664

DCS\ilaCIOIl 0.132 0.293
estandar
N 6 7
p <0,01

Tabla 6. Resumen de resultados de la linea celular portadora de la mutacién

MERRF y de su control isogénico.



La produccién de peréxido de hidrogeno fue mayor en la linea portadora de la mutacion
(MERRF_100%) que en la linea control (MERRF_0%). En la linea control el valor
medio obtenido de produccién de peréxido de hidrégeno fue de 1.391 fmol
H,0,/min-célula, mientras que en la linea portadora de la mutacion el valor medio
obtenido fue claramente superior (2.341 fmol H,O,/min-célula). El andlisis estadistico

reflejé que las dos poblaciones eran diferentes (p<0.01).

4.2.3.2 Linea MELAS

La produccién de peréxido de hidrégeno de la linea portadora de la mutacién de

MELAS, se comparé con la linea control MERRF_0%, al no poder disponer de un

control isogénico.

fmolH202/min.cel

MERRF_0% MELAS_100%

Figura 30. Produccién de H,O, de la linea celular portadora de la mutacién de

MELAS y del control MERRF_0%. (*; p<0.01)

MERRF_0% MELAS_100%

Media 1,391 2,548
Minimo 1,216 1,964
Maximo 1,576 2,832

Desviacion 0,132 0,298
estandar
N 6 7
p <0,01

Tabla 7. Resumen de resultados de la linea celular portadora de la mutacién

MELAS y del control MERRF_0%.



En este caso, como en el anterior la produccién de peréxido de hidrégeno fue mayor en
la linea con la mutacion (MELAS_100%), que la linea control (MERRF_0%). La
produccion de peréxido de hidrégeno fue en la linea celular mutada de 2.548 fmol
H,0,/min-célula, en comparacién con la de la linea control que fue de 1.391 fmol
H,0,/min-célula. El andlisis estadistico reflejé que las dos poblaciones eran diferentes

(p<0.01).

4.2.3.3 Linea COX

Se compard la produccion de perdxido de hidrégeno en la linea celular mutada respecto

a la linea control, que en este caso era su control isogénico.

fmolH202/min.cel
nN
w

COX_0% COX_100%

Figura 31. Produccién de H,O, de la linea celular portadora de la mutacién

G6930A y de su control isogénico.

COX_0% COX_100%

Media 3,943 4,170
Minimo 3,288 3,212
Maximo 5,132 4,822

Desviacion 0,472 0,514
estandar
N 15 11
p 0,180

Tabla 8. Resumen de resultados de la linea celular portadora de la mutacién

G6930A y de su control control isogénico.



En este caso, no existieron diferencias apreciables en cuanto a la producciéon de
peréxido de hidrégeno entre la linea celular mutada (COX_100%) y la linea control
(COX_0%). Analizando los datos numéricos presentados en la tabla, se observa que la
producciéon de peréxido de hidrégeno en la linea control fue de 3.943 fmol
H,0,/min-célula y en la linea mutada de 4.170 fmol H,O,/min-célula, practicamente
iguales. El andlisis estadistico confirmé que que no habia diferencias significativas en

cuanto a la produccién de peréxido de hidrégeno entre las dos lineas.

4.2.3.4 Linea ND6
La linea mutada ND6_100% tampoco se pudo comparar respecto a un control isogénico
ya que no se pudo obtener, por lo que los resultados se compararon respecto al control

MERRF_0%.
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Figura 32. Producciéon de H,O, de la linea celular portadora de la mutacion
T14487C en la subunidad ND6 y de la linea control MERRF_0%. (*; p<0.05)
MERREF_0% ND6_100%
Media 1,282 1,693
Minimo 1,080 1,480
Maximo 1,400 1,920
Desviaciéon
L 0,139 0,183
estandar
N 4 4
p <0,05

Tabla 9. Resumen de resultados de la linea celular portadora de la mutacién

T14487C y de la linea control MERRF_0%.



La producciéon de per6xido de hidrégeno de la linea mutada (ND6_100%) fue
claramente superior a la produccién de la linea control (MERRF_0%). Analizando los
datos numéricos presentados en la tabla se observa que la produccién de peréxido de
hidrégeno de la linea mutada fue de 1.693 fmol H,O,/min-célula mientras que la de la
linea control fue de 1.282 fmol H,O,/min-célula. EL analisis estadistico de los

resultados refleja que los dos grupos son claramente diferentes (p<0.05).

4.2.4 Estudio de la peroxidacion lipidica en las diferentes lineas

Antes de proceder a analizar la oxidacién lipidica en las diferentes lineas celulares se
estudiaron los distintos antioxidantes utilizados en la literatura y la concentracion para

evitar la oxidacion in vitro.

4.2.4.1 Optimizacion del método de determinacion de MDA: estudio de la
concentracion de BHT o EDTA

Los estudios para analizar la concentraciéon de BHT y EDTA se realizaron en dias
diferentes dado que en estos estudios se precisaban un nimero importante de células. Se

obtuvieron los siguientes resultados.

4.2.4.1.1 Estudio de la concentracion de BHT

El experimento se realizé tres veces en tres dias diferentes, y se obtuvo la siguiente

curva de inhibicion de la peroxidacion lipidica in vitro:

) * Al no afiadir BHT existia una gran
- | dispersion de resultados, con
% 16 valores muy elevados de MDA. A
§ 1.2 4 concentraciones muy bajas de BHT
Eo 0,8 N . se observd una gran disminucion de
E 04| \I* ~ I"' la dispersién y una disminucion

. Ea { -1 muy importante de los valores de

0 09 1,81 3 36 45 MDA obtenidos.
BHT (mM)
Figura 33. Inhibicién de la producciéon de MDA in vitro por

adiciéon de BHT. A muy bajas concentraciones de BHT ya se

observa inhibicién. (*; p<0.05)



Desviacion

Concentracion Media P
estandar
0 mM 1,263 0,747
0,9 mM 0,455 0,158
1,81 mM 0,338 0,141
3 mM 0,262 0,056
3,6 mM 0,292 0,126
4,5 mM 0,287 0,067

Tabla 10. Media de los valores de MDA (nmolMDA/mg prot) obtenidos por

cada concentracion de BHT utilizada.

Observando la tabla que muestra la media de los diferentes valores obtenidos, el valor
maximo de inhibicién se obtuvo a una concentracién de BHT de 3 mM, que es el valor
al cual la concentracion de MDA obtenida fue menor (0.262 nmolMDA/mg prot).
Ademais es con este valor con el que se obtuvo una menor desviacion estandar.

Para la comparacion estadistica de los resultados se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis
que solamente revel6 diferencias entre el valor de MDA obtenido, cuando no se
utilizaba BHT con todos los demds valores (p<0.05). Los valores de MDA obtenidos

con el resto de concentraciones de BHT no se diferenciaron estadisticamente entre si.

4.2.4.1.2 Estudio de la concentracion de EDTA

Igual que en el estudio de la concentracion de BHT, también se realiz6 este estudio en
tres dias diferentes. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Los resultados fueron muy

2 1 similares a los obtenidos en el

g_ 1,6 - experimento anterior con BHT. Se
g 2] F observé que al no afiadir EDTA,
E 08 L los valores de MDA fueron muy
§ 04 N ~ elevados, mientras que al afadir
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Figura 34. Inhibicién de la produccion de MDA in vitro por
adicién de EDTA. A muy bajas concentraciones de EDTA ya se

observa inhibicién. (*; p<0.05)



Desviacion

Concentracion Media )
estandar
0 mM 0,999 0,143
0,1 mM 0,196 0,033
0,5 mM 0,179 0,067
1 mM 0,174 0,035
5 mM 0,222 0,071
10 mM 0,251 0,104

Tabla 11. Media de los valores de MDA (nmolMDA/mg prot) obtenidos por

cada concentracién de EDTA utilizada.

Al seguir aumentando la concentraciéon de EDTA, los valores disminuyeron todavia un
poco mads, llegando a un valor minimo de MDA de 0.174 nmol/mg prot a una
concentracion de EDTA de 1 mM. A concentraciones mayores de EDTA (5 y 10 mM)
los niveles de MDA obtenidos eran mayores, pero de igual manera aumenta la
desviacion estandar.

Al analizar estadisticamente los niveles de MDA obtenidos a cada concentracién de
EDTA, solamente se encontraron diferencias cuando no se habia anadido EDTA con el
resto de valores (p<0.05). Los valores de MDA obtenidos con el resto de
concentraciones de EDTA no eran estadisticamente diferentes entre si (Prueba de

Kruskal-Wallis).

4.2.4.1.3 Estudio del mejor inhibidor. ;Solos o combinados?

Una vez observado que los dos compuestos inhibian de una manera importante la
peroxidacion lipidica in vitro, se planteo la cuestion de cudl era mdas conveniente
utilizar. Los dos inhibidores actian de diferente manera, el EDTA es un quelante de
metales y el BHT es un antioxidante, por lo que se decidi6 estudiar si era posible
mejorar su efecto combinando los dos en la misma reaccién. Para ello se analizaron en
un mismo experimento la concentracion de BHT y EDTA a la que parecia se habian
obtenido mejores resultados (3 mM y 0.5 mM respectivamente) y tres combinaciones a
diferentes concentraciones de BHT mas EDTA (ver tabla). Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:



Concentraciones de BHT + EDTA
1.81 +0.1 mM 3+0.5mM 45+ 1 mM

BHT 3mM EDTA 0.5 mM

Media
Desviacion
estandar

0,100 0,166 0,123 0,113 0,113
0,014 0,001 0,011 0,031 0,018

Tabla 12. Valores de MDA (nmolMDA/mg prot) obtenidos en el estudio de la busqueda mejor inhibidor. Se probé la adicién de
BHT y EDTA tanto por separado como combinados.

En la tabla se observa que el valor minimo de MDA se obtuvo utilizando BHT sélo en
la reaccion, a una concentracién de 3 mM. El hecho de afadir BHT y EDTA en la
misma muestra, no mejord los valores de MDA obtenidos, siendo incluso un poco
superiores. Después de comparar estadisticamente los valores obtenidos de MDA en
cada situacion solamente se encontraron diferencias en el valor de EDTA 0.5 mM con el

resto de valores (p<0.05, Kruskal-Wallis).

4.2.4.1.4 Efecto del BHT v el EDTA en la reaccion MDA-TBA

Para excluir la posibilidad de que la disminucién observada en los valores obtenidos de MDA al afiadir BHT o EDTA, fuese debida
a una interaccion de estos en la reaccién del MDA con el TBA, se procesaron diferentes rectas patrén afiadiendo en cada caso BHT,
EDTA, BHT mds EDTA, etanol (ya que el BHT se disolvi6 en este liquido) y agua (ya que el EDTA se disolvié en este liquido).
Estos fueron los pardmetros obtenidos de las rectas analizadas:

Ordenada en el

Pendiente (Error Error estdndar de
origen (Error r
estandar) la estimacion
estandar)

BHT 1,70E6 (58440) 39427 (25271) 40699 0,998
EDTA 1,53E6 (19364) 49452 (8374) 13485 0,999
EtOH 1,49E6 (53633) 46323 (25033) 40317 0,997
BHT+EDTA 1,50E6 (38798) 46474 (16777) 27019 0,999
H,O 1,59E6 (8395) 36785 (3918) 6310 0,999

Tabla 13. Pardmetros de las rectas obtenidas utilizando tanto los dos inhibidores de la peroxidacién lipidica asi como los

tampones en que estan disueltos.

Las pendientes encontradas en todos los experimentos fueron muy similares, asi como
los coeficientes de correlacion de cada recta (r). Analizando de forma estadistica si las

diferentes rectas patrén eran iguales o diferentes, se obtuvo que todas ellas eran iguales



(p>0.05; Prueba de comparacion de lineas de regresion), por lo que ni el BHT ni el

EDTA, ni la combinacidn de los dos, interfieren en la reaccion MDA-TBA.

4.2.4.2 Estudio de la peroxidacion lipidica en MERRF

Una vez determinado que antioxidante utilizar y a qué concentraciéon (BHT, 3mM), se
procedi6 a analizar la peroxidacion lipidica en las diferentes lineas celulares. La primera

linea celular analizada era la portadora de la mutacion de MERRF.
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Figura 35. Valores de MDA obtenidos en la linea celular portadora de la

mutacion A8344G y de su control isogénico.

MERRF _0% MERRF_100%

Media 0,345 0,420
Desv/1ac10n 0,114 0,092
estandar
N 18 18
p 0.4

Tabla 14. Media de los valores de MDA (nmol MDA/mg prot) obtenidos
en las diferentes determinaciones. Se muestra también el valor de la p

obtenida por el test de Mann Whiney.

Los valores obtenidos de MDA para la linea control fueron muy similares a los
obtenidos para la linea portadora de la mutacion. El valor medio de MDA para linea

control fue de 0.345 nmol MDA/ mg proteina y para la linea con mutaciéon 0.420 nmol



MDA/ mg proteina. El andlisis estadistico confirmé que no existian diferencias entre

los dos valores de MDA.

4.2.4.3 Estudio de la peroxidacion lipidica en MELAS

La siguiente linea celular en la que se estudio si existia dafio oxidativo en los lipidos fue
la linea que era portadora de la mutacion A3243G (MELAS_100%), que se compard

con la linea MERRF_0%. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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Figura 36. Valores de MDA obtenidos en la linea celular portadora de la

mutacién A3243G y del control MERRF_0%.

MERRF_0%  MELAS_100%

Media 0.293 0,325
Desviacion 0,035 0,079
estandar
N 18 18
p 0,513

Tabla 15. Media de los valores de MDA (nmol MDA/mg prot) obtenidos
en las diferentes determinaciones. Se muestra también el valor de la p

obtenida por el test de Mann Whiney.

Igual que en el caso anterior los valores obtenidos en la linea control y mutada fueron
muy similares. El valor medio obtenido con la linea mutada fue de 0.325 nmol MDA/

mg proteina, mientras que el valor medio de la linea control fue de 0.293 nmol



MDA/mg proteina. El andlisis estadistico confirmé que los valores de MDA obtenidos

no eran diferentes estadisticamente.

4.2.4.4 Estudio de la peroxidacion lipidica en COX

En este caso se compard la peroxidacion lipidica en la linea portadora de la mutacion
G6930A versus su control isogénico, no portador de dicha mutacién. Los resultados

obtenidos fueron los siguientes:
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Figura 37. Valores de MDA obtenidos en la linea celular portadora de

la mutacion G6930A y de su control isogénico.

COX 0% COX_100%
Media 0,288 0,280
Desviacion
, 0,065 0,063
estandar
N 14 14
p 0,804

Tabla 16. Media de los valores de MDA (nmol MDA/mg prot)
obtenidos en las diferentes determinaciones. Se muestra también el valor

de la p obtenida por el test de Mann Whiney.

Los valores obtenidos de MDA en la linea control y mutada fueron practicamente los

mismos. En la linea control el valor medio de MDA fue de 0.288 nmol MDA/mg prot, y



en la linea mutada fue de 0.280 nmol MDA/ mg proteina. El andlisis estadistico

confirmo que los valores obtenidos de MDA en las dos lineas celulares eran iguales.

4.2.4.5 Estudio de la peroxidacion lipidica en ND6

Se analiz6 la peroxidacioén lipidica en la linea portadora de la mutacién T14487C

comparandola con la linea control MERRF_0%.
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Figura 38. Valores de MDA obtenidos en la linea celular portadora de

la mutacién T14487C y del control MERRF_0%. (*; p<0.05)

MERRF 0%  ND6_100%

Media 0,286 0,391
De§v1ac10n 0.071 0.134
estandar

N 14 16
p 0,028

Tabla 17. Media de los valores de MDA (nmol MDA/mg prot)
obtenidos en las diferentes determinaciones. Se muestra también el valor

de la p obtenida por el test de Mann Whiney.

En la linea mutada ND6_100% los valores obtenidos de MDA fueron mayores a los
obtenidos en la linea control. La linea mutada presentaba unos niveles de MDA de

0.391 nmol MDA/ mg proteina, mientras que la linea control de 0.286 nmol MDA/ mg



proteina. El andlisis estadistico de los valores de MDA obtenidos en la linea mutada y la
linea control concluyd que estos eran diferentes, por lo que en la linea mutada portadora

de la mutacion T14487C presentaba un incremento de la peroxidacion lipidica.

4.2.5 Estudio de la oxidacion de proteinas

Para estudiar la oxidacion de las proteinas se realizaron como minimo tres experimentos
de western-blot en cada linea celular en tres pases diferentes de las células. En cada
linea celular se muestra la imagen de un experimento representativo. En la
representacion grafica de los resultados se ha calculado el incremento de oxidacién de
las lineas celulares mutadas respecto a las lineas control en tanto por ciento, una vez

normalizados los valores por la carga de proteinas.

4.2.5.1 Estudio de la oxidacion de proteinas en MERRF

A continuacién se muestra el resultado del gel tefiido con Coomassie y la membrana del

western-blot:
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Figura 39. En el panel A se muestra la membrana tefiida con Coomassie y en el panel B se muestra la membrana de western-blot.
Los carriles 1 y 2 tanto del panel A como del panel B corresponden a las proteinas de la linea control (MERRF_0%) y los carriles 3

y 4 alas proteinas de la linea mutada (MERRF_100%).

Después de normalizar los resultados por la carga de proteinas se compar6 la oxidacion
de las proteinas en la linea celular control y mutada como incremento de oxidacion de la

linea celular mutada respecto a la linea control.
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Figura 40. Oxidacion de proteinas de la linea celular mutada respecto a la

linea control (considerada como el 100%).

MERRF_0%  MERRF_100%

Media 99,8 114,9
De§v1ac10n 143 20,2
estandar

N 3 3
p 0,285

Tabla 18. Oxidacién de proteinas (%) de la linea celular mutada respecto a
la linea control. Se muestra también el valor de la p obtenida por el test de

Wilcoxon.

El analisis estadistico de los resultados revel6 que no existian diferencias significativas
entre los la linea celular mutada MERRF_100% y la linea control MERRF 0%
(p=0.285).

4.2.5.2 Estudio de la oxidacion de proteinas en MELAS




De igual manera que en la linea anterior se procedi6 a estudiar la oxidacién de proteinas
en la linea portadora de la mutacion A3243G, compardndola con el control

MERRF_0%.

MERRF_0% MELAS_100% MERRF_0% MELAS_100%
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Figura 41. En el panel A se muestra la membrana tefiida con Coomassie y en el panel B se muestra la membrana de western-blot.
Los carriles 1 y 2 tanto del panel A como del panel B corresponden a las proteinas de la linea control (MERRF_0%) y los carriles 3

y 4 alas proteinas de la linea mutada (MELAS_100%).

Después de normalizar los resultados por la carga de proteinas se comparé la oxidacion
de las proteinas en la linea celular control y mutada como incremento de oxidacion de la

linea celular mutada respecto a la linea control.
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Figura 42. Oxidacién de proteinas de la linea celular mutada

(MELAS_100%) respecto a la linea control (considerada como el 100%).

El analisis estadistico reflej6 que no existian diferencias en cuanto a la oxidacién de

proteinas entre la linea celular MELAS_100% y la control MERRF_0% (p = 0.285).



MERRF 0%  MELAS_100%

Media 99.8 120,5
DCS\ilaCIOIl 14.3 29.1
estandar
N 3 3
p 0,285

Tabla 19. Oxidaciéon de proteinas (%) de la linea celular mutada
(MELAS_100%) respecto a la linea control. Se muestra también el valor de

la p obtenida por el test de Wilcoxon.

4.2.5.3 Estudio de la oxidacion de proteinas en COX

La siguiente linea estudiada fue la portadora de la mutacion G6930A respecto a su

control isogénico.
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Figura 43. En el panel A se muestra la membrana teflida con Coomassie y en el panel B se muestra la membrana de western-blot.

Los carriles 1, 2 y 3 tanto del panel A como del panel B corresponden a las proteinas de la linea control (COX_0%) y los carriles

4,5y 6 alas proteinas de la linea mutada (COX_100%).

El resultado del experimento de western-blot refleja que no existen diferencias muy
apreciables, en cuanto a la oxidacién de proteinas en linea mutada COX_100% respecto

la linea control COX_0%.

Se observa en la grafica resumen de los tres experimentos realizados, que la oxidacién

de proteinas es practicamente igual en la linea celular control y en la linea mutada.
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Figura 44. Oxidacion de proteinas de la linea celular mutada

(COX_100%) respecto a la linea control (considerada como el 100%).

Al analizar los datos estadisticamente (test de Willcoxon) se confirmé que no existen

diferencias entre los dos grupos (p = 0.285).

COX 0% COX_100%
Media 100,6 106,9
DCS\ilaCIOIl 142 253
estandar
N 4 4
p 0,285

Tabla 20. Oxidaciéon de proteinas (%) de la linea celular mutada
(COX_100%) respecto a la linea control. Se muestra también el valor de la

p obtenida por el test de Wilcoxon.

4.2.5.4 Estudio de la oxidacion de proteinas en ND6

La ultima linea celular en la que se le estudio la oxidaciéon de proteinas fue la

ND6_100%, que se comparé6 con el control MERRF_0%.
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Figura 45. En el panel A se muestra la membrana tefiida con Coomassie y en el panel B se muestra la membrana de western-blot.

Los carriles 1, 2 y 3 tanto del panel A como del panel B corresponden a las proteinas de la linea control (MERRF_0%) y los

carriles 4, 5 y 6 a las proteinas de la linea mutada (ND6_100%).

Después de normalizar los resultados por la carga de proteinas se compardé la oxidacion
de las proteinas en la linea celular control y mutada como incremento de la oxidacion de

proteinas de la linea celular mutada respecto a la linea control.
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Figura 46. Oxidacién de proteinas de la linea celular mutada (ND6_100%)

respecto a la linea control (considerada como el 100%).

MERRF_0% ND6_100%

Media 100 126,8
DCS\ClaCIOIl 223 91.9
estandar
N 4 4
p 0,893

Tabla 21. Incremento medio de la oxidacién de proteinas (%) de la linea
celular mutada (ND6_100%) respecto a la linea control. Se muestra también el

valor de la p obtenida por el test de Wilcoxon.



El andlisis estadistico de los resultados (test de Willcoxon) revelé que no existian

diferencias entre la linea control y la mutada (p = 0.893).

4.2.6 Estudio de la oxidacion del ADNmt

En el estudio de la oxidaciéon del ADNmt se realizaron como minimo tres extracciones
de ADN de tres pases diferentes de cada linea celular. De cada extraccion se realiz6 una
PCR del fragmento largo y una PCR del fragmento corto utilizando dos concentraciones
de ADN diferentes. Se muestra en cada linea analizada el resultado de uno de los
experimentos de cada PCR. Para calcular el dafio al ADNmt de cada linea celular se
corrigi6 la amplificaciones del fragmento largo por la cantidad de ADNmt de cada linea

celular (PCR del fragmento corto).

4.2.6.1 Estudio de la oxidacion del ADNmt en MERRF

La primera linea celular a la que se le analiz6 la posible oxidacion del ADNmt fue a la

linea portadora de la mutacién A8344G y a su control isogénico.

MERRF_0% MERRF_100% MERRF_0% MERRF_100% AGUA

8.9 kb

207 pb

50 ng 50 ng 100 ng 100 ng

Figura 47. Experimento representativo de la oxidacién del ADNmt en la linea celular
portadora de la mutacién A8344G.En el panel superior se observa la amplificacion del

fragmento largo, y en el panel inferior la amplificacién del fragmento corto.

Los resultados de la PCR del fragmento largo mostraron que ya sea utilizando una
concentraciéon de 50 ng de ADN ya sea utilizando 100 ng, se obtuvo una menor
amplificacion del fragmento en la linea celular mutada MERRF_100% en comparacion
con la linea control MERRF_0%. En la PCR del fragmento corto no se observaron
diferencias entre la amplificacién del ADN procedente de la linea control y el ADN

procedente de la linea mutada.



En la representacion gréafica se agruparon los valores obtenidos con 50 ng y con 100 ng,
ya que se observd que se comportaban de la misma manera. Se representa la

disminucién de la amplificacion de la linea celular mutada respecto a la linea control.
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Figura 48. Disminucién de la eficiencia de amplificacion de la linea celular mutada
(MERRF_100%) respecto la linea control (MERRF_0%), considerada como el
100%. Las diferencias observadas eran estadisticamente significativas (test de

Willcoxon; * = p<0.05)

Se obtiene una mayor eficiencia de amplificacion en la linea celular control
MERRF_0% que en la linea portadora de la mutacion MERRF_100%, indicando que la

linea mutada presenta més dafio al ADNmt que la control.

MERRF_0% MERRF _100%

Media 100,4 61,0
Desxilacmn 28.7 18.8
estandar
N 6 6
p 0,046

Tabla 22. Disminucién de la eficiencia de amplificacion (%) de la linea
celular mutada (MERRF_100%) respecto a la linea control. Se muestra

también el valor de la p obtenida por el test de Wilcoxon.

4.2.6.2 Estudio de la oxidacion del ADNmt en MELLAS

La segunda linea a la que se le analiz6 la posible oxidacién del ADNmt fue a la linea

portadora de la mutacién A3243G y a la linea control MERRF_0%.



MERRF_0% MELAS_100% MERRF_0% MELAS_100% AGUA

8.9 kb
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Figura 49. Experimento representativo de la oxidacién del ADNmt en la linea celular
portadora de la mutaciéon A3243G.En el panel superior se observa la amplificacion del

fragmento largo, y en el panel inferior la amplificacién del fragmento corto.

La amplificacion del fragmento largo a partir del ADN procedente de la linea mutada
fue algo inferior a la de la linea control, aunque los resultados no fueron tan claros como
en el caso anterior. En la amplificacién del fragmento corto no se observaron diferencias
entre el ADN proveniente de las células control y el ADN procedente de las células

mutadas.
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Figura 50. Eficiencia de amplificacion de la linea celular mutada (MELAS_100%)
respecto la linea control (MERRF_0%), considerada como el 100%. Las diferencias

observadas no eran estadisticamente significativas (test de Willcoxon)

En la grifica anterior se representa la eficiencia de amplificacién de la linea celular
mutada (MELAS_100%) respecto la linea control. No se encontraron diferencias
significativas (p=0.116), por lo que no existe dafo al ADNmt en la linea mutada

respecto a la control.



MERRF_0% MELAS_100%

Media 100,1 77,2
DeS\Clacmn 10.1 28.7
estandar
N 6 6
p 0,116

Tabla 23. Eficiencia de amplificacion (%) de la linea celular mutada
(MELAS_100%) respecto a la linea control. Se muestra también el valor de

la p obtenida por el test de Wilcoxon.

4.2.6.3 Estudio de la oxidacion del ADNmt en COX

En este caso se amplifico el ADN procedente de la linea portadora de la mutacion
G6930A comparandola con la amplificacion del ADN procedente de su control

isogénico COX_0%.

COX_0% COX_100% COX_0% COX_100% AGUA

8.9 kb

207 pb

50 ng 50 ng 100 ng 100 ng

Figura 51. Experimento representativo de la oxidacién del ADNmt en la linea celular
portadora de la mutacién A6930G.En el panel superior se observa la amplificacién del

fragmento largo, y en el panel inferior la amplificacion del fragmento corto.

La amplificacién del fragmento largo en la linea mutada (COX_100%) fue muy similar
a la amplificacion del mismo fragmento en la linea control (COX_0%). En la
amplificacion del fragmento corto tampoco se observaron diferencias entre la linea

celular mutada y la linea control.
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Figura 52. No se observaron diferencias entre la eficiencia de amplificacién de la
linea celular mutada (COX_100%) respecto la linea control (COX_0%), considerada

como el 100%.

En la representacion grafica de los resultados agrupados de las PCR a 50 ng y a 100 ng,
se observd esta misma tendencia, indicando que no existia dafio al ADNmt en la linea

mutada respecto a la linea control.

COX 0% COX_100%
Media 99,9 109,1
DeS\ilacmn 50.2 55.4
estandar
N 6 6
p 0,345

Tabla 24. No se observaron diferencias entre la eficiencia de amplificacion
(%) de la linea celular mutada (COX_100%) respecto a la linea control. Se

muestra también el valor de la p obtenida por el test de Wilcoxon.

4.2.6.4 Estudio de la oxidacion del ADNmt en ND6




Se estudié la oxidacion del ADNmt en la linea celular ND6_100% que se comparé con

el ADNmt procedente de la linea celular control MERRF_0%.

MERRF_0% ND6_100% MERRF_0% ND6_100%
8.9kb
 — —————
207 pb
50 ng 50 ng 100 ng 100 ng

Figura 53. Experimento representativo de la oxidacién del ADNmt en la linea celular
portadora de la mutacién T14487C. En el panel superior se observa la amplificacién del

fragmento largo, y en el panel inferior la amplificacién del fragmento corto.

En la imagen superior se muestra como la amplificacién del fragmento largo en el caso
del ADN procedente de la linea celular mutada ND6_100% fue mucho menor respecto
al ADN procedente de la linea control MERRF_0%. Este hecho se observo tanto en la
amplificacion utilizando 50 ng de ADN como utilizando 100 ng. En el caso de la
amplificacion del fragmento corto no se apreciaron diferencias entre el ADN procedente

de la linea celular control y el de la linea mutada.
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Figura 54. Disminucién de la la eficiencia de amplificacion de la linea celular
mutada (ND6_100%) respecto la linea control (MERRF_0%), considerada como el
100%. (*; p<0.05, Test de Willcoxon)



En la grafica resumen de los tres experimentos realizados donde se han agrupado los

resultados obtenidos en la PCR de 50 ng y de 100 ng, se observd que la amplificacién

fue mucho mds eficiente en la linea control MERRF_0%, que en la linea mutada

ND6_100%.

MERRF 0% ND6_100%
Media 100,1 74.4
DeS\ilaCIOH 24.6
estandar
N 6
p 0,046

Tabla 25. Disminucién de la eficiencia de amplificacion (%) de la linea

celular mutada (ND6_100%) respecto a la linea control. Se muestra también

el valor de la p obtenida por el test de Wilcoxon.

En la linea

celular mutada (ND6_100%) la disminucién en la eficiencia de

amplificacién fue estadisticamente significativa, respecto a la linea celular control

(MERRF_0%), indicando daiio al ADNmt en la linea celular portadora de la mutacion.

4.2.7 Resumen de resultados sobre la produccion de ROS v el daiio oxidativo

Aqui se resumen los resultados obtenidos en cuanto a la producciéon de ROS vy el dafio

oxidativo:

Produccion de ROS
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5-. DISCUSION

5.1 Estudio molecular de los pacientes

El diagnéstico de pacientes con enfermedades mitocondriales presenta algunas
complicaciones. La principal dificultad radica en la gran heterogeneidad tanto clinica
como genética de este tipo de enfermedades. Diferentes mutaciones en el genoma
mitocondrial pueden dar lugar a un fenotipo clinico muy similar: miopatia (por ejemplo
los cambios A3243G, T3271C y A8344G), mientras que a su vez una misma mutacion
puede dar lugar a diferentes fenotipos clinicos: miopatia, diabetes o sordera (por
ejemplo el cambio A3243G).

La sintesis de ATP por parte de la cadena de transporte electrénico suple a muchos
organos y tejidos de la energia que necesitan. Un defecto de la cadena de transporte
electrénico se caracteriza por un aumento de los niveles plasméticos de lactato, piruvato
y de los cuerpos ceténicos, asi como de la relacion lactato/piruvato y lactato/cuerpos
cetonicos.

La cadena de transporte electrénico estd compuesta aproximadamente por 100
polipéptidos, codificados en otros tantos genes diferentes, y que estos pueden estar
localizados tanto en el genoma mitocondrial como en el nuclear. Ademas para la
biogénesis y ensamblaje de cada componente de la cadena de transporte electrénico se
requieren multitud de genes codificados en el genoma nuclear. En defectos de la cadena
de transporte electronico pueden presentarse con cualquier tipo de herencia, incluyendo
mutaciones en el ADNmt o nuclear en casos esporddicos, herencia materna de
mutaciones en el ADNmt, herencia autosémica recesiva o dominante o herencia ligada
al cromosoma X. En este tipo de enfermedades es muy necesario disponer del pedigri de
la familia del paciente a diagnosticar. Si la herencia es materna nos indicard mutaciones
en el ADNmt, por otro lado en casos esporddicos y casos donde se observe herencia
autosémica nos indicard mutaciones en el ADN nuclear, aunque también se pueden dar
casos esporadicos con herencia mitocondrial.

Por otro lado, las mutaciones en el ADNmt que afecten a la actividad de la cadena de
transporte electrénico, se pueden localizar tanto en genes estructurales como en genes
que codifiquen ARNs de transferencia. Las mutaciones en los genes estructurales
solamente afecta a la actividad de un determinado complejo, mientras que las
mutaciones que afectan a los ARNs de transferencia pueden afectar a mds de un

complejo, ya que estas moléculas son parte fundamental de la sintesis de proteinas. En



nuestros pacientes diagnosticados encontramos tanto mutaciones en genes estructurales

como en ARNSs de transferencia.

5.1.1 Paciente 1
Esta paciente presentaba una severa miopatia asociada a diabetes mellitus y sordera de

Leu(UUR . NPT .
u(UUR) ¢e identificé el cambio

herencia materna. Después de secuenciar el gen ARNt
adenina por guanina en la posicion 3243. Esta mutacién fue descrita por primera vez en
pacientes con MELAS en el afio 1990 por Goto y colaboradores (Goto Y, 1990). En
cultivos celulares se detecté que esta mutacion provoca una alteracion de la sintesis de
proteinas mitocondrial (Chomyn A, 1992; King MP, 1992), debido principalmente a
una alteraciéon en la incorporaciéon de aminodcidos en los polipéptidos de sintesis
mitocondrial. Ademds también se observé que la alteracion de la estructura y la
estabilidad del ARNt""VY® puede causar defectos en el procesamiento de los
transcritos primarios del genoma mitocondrial y en la maquinaria de traduccion de la
mitocondria (Flierl A, 1997).

El genoma mitocondrial se ha implicado en la patogénesis de la diabetes mellitus por
varias razones: la primera de ellas es la presencia de la mutaciéon A2343G en la regién
codificante (Kadowaki T, 1994), también se han descrito la presencia de polimorfismos
comunes en la regién reguladora (Poulton J, 2002), y la reduccién de la cantidad de
ADNmt (Lee HK, 1998). El origen mitocondrial de la diabetes normalmente se da en un
1% del total de casos de diabetes (Maassen JA, 2001). La estimulacién de los islotes 3
pancredticos normalmente induce una serie de respuestas incluyendo la generacion de
NADH por la glicélisis, el aumento del consumo de oxigeno, un aumento del ratio
ATP/ADP, desporalizacion de la membrana, elevacion del calcio libre citoplasmético y
finalmente la secrecion de insulina (Newgard CB, 1995). Asi un descenso dramético en
la tasa de consumo de oxigeno y en el ratio ATP/ADP provocado por la mutacién
A3243G en el ADNmt de las células B pancredticas, debe provocar una alteracion de la
secrecion de insulina en respuesta a la estimulacién por glucosa (Pang CY, 2001).

Se han realizado estudios donde se ha deplecionado el ADNmt de células
B pancredticas, utilizando bromuro de etidio o algin otro agente quimico y se ha visto
que estas células son capaces de seguir sintetizando insulina y de seguir viviendo,
aunque a un ritmo maés lento. Estas células han perdido la capacidad de excretar insulina

en respuesta a glucosa (Soejima A, 1996).
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Figura 55. Esquema de todas las mutaciones mitocondriales

relacionadas con la diabetes mellitus (modificado de Maechler

P, 2001)
Como se ha comentado la mutacion A3243G es la tipica “mutaciéon de MELAS”, pero
resulta muy extrafio que ninguno de los pacientes del pedigri presentase esta
enfermedad (Figura 19-A en pédgina 80). Esto se puede explicar debido a dos
caracteristicas del ADNmt: la primera de ellas es la segregacion tejido-especifica que
pueden sufrir las moléculas de ADNmt mutadas, es decir, que moléculas de ADNmt
mutadas van a parar directamente durante el desarrollo embrionario a un tejido en
concreto. La otra razén es que el deterioro de la funcién mitocondrial afecta de diferente
manera a la viabilidad de diferentes células, y un tipo celular puede entrar en fase de
apoptosis antes que otro. Se ha visto en estudios post-mortem de pacientes diabéticos
que el grado de heteroplasmia en sus células pancredticas no es demasiado elevado,
siendo de un 32% al 63% (Kobayashi T, 1997).
Un aspecto importante que se observa en los resultados de la RFLP (Figura 19-B en
pagina 80) y comun a las enfermedades mitocondriales provocadas por mutaciones
puntuales, es que el grado de heteroplasmia siempre es menor cuando se ha determinado
en sangre que cuando se ha determinado en musculo del mismo paciente (caso indice:
80% en miusculo y 53% en células sanguineas). Esto es debido a que el tejido sanguineo
estd sometido a continua renovacion donde se da una seleccién positiva, por la que la
proporciéon de moléculas de ADNmt mutado va en disminucién, mientras que el
musculo es un tejido postmitético en el que las mutaciones tenderian a concentrarse

debido a la escasa division celular que tiene.



5.1.2 Paciente 2

Esta paciente estaba afectada de lipomas multiples con afectaciéon a varios de los
familiares. El pedigri familiar sugeria una clara herencia materna de la enfermedad
(Figura 20 en péagina 81). Posteriormente la paciente desarroll6 una severa intolerancia
al ejercicio.

Como se ha comentado en el apartado de resultados de esta paciente, la lipomatosis
simétrica multiple (MSL) se ha relacionado a delecciones grandes y tnicas (Campos Y,
1996), delecciones multiples (Klopstock, 1994) y a mutaciones puntuales en el gen del
ARNt™* (Berkovic SF, 1991). En el caso de nuestra paciente se debia a la mutacién
A8344G en el gen ARNt™®. Este cambio provoca el sindrome de MERRF y fue descrita
por primera vez en el afio 1990 por Shoffner JM y colaboradores (Shoffner JM, 1990).
Esta mutacion puede dar lugar a fenotipos muy diversos, este hecho se ha asociado a
distintos porcentajes de la mutacion en los tejidos afectados de los pacientes estudiados,
pero muy probablemente no se debe Unicamente a esto, sino a la combinacién de la
presencia de la mutacién con otros factores genéticos, morfoldgicos o ambientales
(Hanna MG, 1995). En estudios sobre cibridos transmitocondriales se observd que la

mutacién en el ARN{™*

afectaba a la sintesis de proteinas mitocondriales, afectando
principalmente a los péptidos con mayor nimero de residuos de lisina (Enriquez JA,
1995).

La MSL se caracteriza por la presencia de cimulos de grasa en el cuello, los hombros y
otras partes del tronco, y se asocia en muchos pacientes a alteraciones del sistema
nervioso central y periférico. En algunos estudios se ha visto que afecta principalmente
a hombres y que pudiera tener una mayor incidencia en los paises mediterraneos. (Enzi
G, 1985). Aunque la base bioquimica de la enfermedad todavia no se conoce, la
presencia de fibras rojo rasgadas observadas en muchos pacientes (Klopstock T, 1994),
parecen indicar una clara asociacién con una patologia mitocondrial. Fueron Berkovic y
colaboradores los primeros que demostraron una asociacion clara entre la MSL y una
patologia mitocondrial (Berkovic SF, 1991). De todas maneras la MSL no estd siempre
ligada a mutaciones mitocondriales o alteracién de la funcién mitocondrial, ya que se
han descrito casos que asi lo demuestran (Klopstock T, 1997). Ademds también se han
descrito casos esporadicos (Naumann M, 1997). Asi el origen genético de la MSL
parece ser bastente heterogéneo. En algunos casos se ha descrito una expresion

fenotipica dependiente de la edad, indicando que si la funcién mitocondrial estd



alterada, una disminucion progresiva de la actividad oxidativa podria ayudar al
desarrollo de la enfermedad (Mufioz-Médlaga A, 2000).

No se conoce muy bien el porqué se da una proliferacion tan importante del tejido
adiposo. Existen algunos autores que postulan que una mutacién del ADNmt puede
inducir la expresion anormal de un gen nuclear que produzca la proliferacion de las
células adiposas (Larsson NG, 1995). Otros postulan que el crecimiento del tejido
adiposo seguramente se deba a cambios en el metabolismo intermedio, ya que se ha
visto que los lipomas observados en MSL se asemejan a la grasa llamada “parda”. Este
tipo de grasa normalmente solo se presenta en la infancia y posee un elevado
metabolismo oxidativo mitocondrial acoplado a la lipdlisis. En este sentido Vila y
colaboradores describieron en el afio 2000 la presencia de ARNm de UCP-1 (del inglés
Uncoupling Protein-1) en lipomas de pacientes de MSL. La UCP-1 es el tnico
marcador cualitativo que distingue entre adipocitos marrones y blancos (Vila MR,

2000).

5.1.3 Paciente 3

La paciente presentaba una clara afectacion multisistémica incluyendo debilidad
muscular, un severo defecto visual y sordera total. Al evidenciar el andlisis tanto
histoquimico como bioquimico un claro defecto en la actividad del complejo IV de la
cadena de transporte electrénico, se procedié a secuenciar las tres subunidades de este
mismo complejo codificadas en el ADNmt. Se identificé la mutacién no descrita hasta
entonces G6930A en el gen COI. Esta mutacion provoca la aparicion prematura de un
codon de fin de traduccién (en lugar de una glicina), con lo que se pierden los ultimos
170 aminoécidos de la proteina, lo que equivale a una tercera parte de ella.

Bruno y colaboradores estudiaron la mutacién utilizando el modelo de los cibridos
transmitocondriales (Bruno C, 1999). En este tipo de células observaron que la linea
celular portadora del menor tanto por ciento de genomas mitocondriales mutados crecia
tan lentamente en el medio como la que tenia el mayor tanto por ciento de genomas
mutados, evidenciando la alta patogenicidad de la mutacién incluso a bajos niveles.
Esto explicaria que en el musculo del paciente, que tenia un 75% de los genomas
mutados, no existia practicamente actividad citocromo ¢ oxidasa (Figura 23 en pagina
83). En este mismo sentido Bruno y colaboradores también observaron una disminucién
en la actividad de la citocromo oxidasa que era directamente proporcional a la cantidad

de genomas mutados.



En posteriores trabajos D’Aurelio y colaboradores observaron cémo la sintesis del
complejo IV resultaba afectada por esta mutacién y también la regulacion de la cadena
de transporte en global (D’Aurelio, 2001). No observaron sintesis del polipéptido
truncado de COX I en las células que eran portadoras del 100% de los genomas
mutados, indicando que la pérdida de la porcién C-terminal del polipéptido impedia una
correcta insercion del polipéptido en la membrana mitocondrial interna y ensamblaje de
las demds subunidades, provocando una rdpida degradacion de la proteina truncada. Asi
estos resultados sugieren que la subunidad COX 1 tiene un papel principal en el
ensamblaje del complejo IV. D’ Aurelio y colaboradores en lineas celulares portadoras
de altos niveles de mutacion en el gen COI detectaron una profunda disminucion de
complejo IV completo,

La citocromo ¢ oxidasa estd formada por trece polipéptidos de los cuales 3 de ellos
estan codificados en el genoma mitocondrial. En su sintesis y correcto ensamblaje en la
membrana mitocondrial interna intervienen un alto ndmero de proteinas que estan bajo
el control de los dos genomas, por lo que es un proceso muy complejo. Hasta el
momento se han encontrado pocos defectos de este enzima debidos a mutaciones en los
genes mitocondriales, siendo més frecuentes los defectos en los genes nucleares. De
estos ultimos las mutaciones encontradas hasta el momento estan localizadas en genes
que codifican proteinas que intervienen en el ensamblaje del complejo: SURF1, SCOI,
SCO2, COX10, COX15 (Pecina P, 2004).

Existen multiples fenotipos en las patologias asociadas a deficiencias de la citocromo ¢
oxidasa (anemia siderobldstica idiomdtica, mioglobinuria asociada a intolerancia al
ejercicio, desorden de motoneuronas, sindrome de Leigh, miopatia, etc.) (Pecina P,
2004). Probablemente se debe la multitud de genes que estdn involucrados en la
biogénesis de este complejo y que realmente en la actualidad, se conoce muy poco sobre
como se regula la sintesis y actividad de estos genes, ya que se ha observado que se
expresan en diferente cantidad en diferentes tejidos (Shoubridge EA, 2001b).

En un trabajo muy reciente se ha observado una relacion entre la presencia de
mutaciones en el gen mitocondrial COI y la presencia de cancer de préstata (Petros JA,
2005). Ademds han demostrado que la presencia de mutaciones en este gen en lineas
germinales puede ser un factor importante a tener en cuenta para desarrollar este tipo de

cancer.



5.1.4 Paciente 4

Este paciente se estudié en colaboracién con el grupo del doctor Julio Montoya de la
Universidad de Zaragoza. El paciente presentaba necrosis bilateral del estriado (BSN) y
distonia generalizada. El andlisis bioquimico de la cadena respiratoria indicaba un
defecto aislado del complejo I, por lo que se decidié secuenciar todos los genes que
codificaban subunidades de este complejo localizados en el ADNmt. Se encontré el
cambio T14487C, no descrito hasta entonces, en el gen ND6.

Esta mutacién afecta al codén 63 de la proteina y provoca el cambio del aminodcido
metionina al aminodcido valina. Esta region de la proteina ND6 es ademds una de las
mads conservadas a lo largo de la evolucion (Carelli V, 1999). Esta zona de la proteina
estd muy estudiada en la literatura ya que se han visto en ella mutaciones asociadas a
sindrome de Leigh (Kirby DM, 2000), MELAS (Ravn K, 2001), y ademads se cree que
es un “punto caliente” para mutaciones que provoquen el sindrome de LHON (Chinnery
PF, 2001). Concretamente la mutacion principal de Leber T14484C causa el mismo
cambio de aminoicido que la mutacién encontrada en nuestro paciente, y en el
aminodcido adyacente, pero sin embargo no se conoce el porqué una presenta un
fenotipo mucho mads severo que la otra.

Esta mutacién fue estudiada a nivel bioquimico utilizando el modelo de los cibridos
transmitocondriales por el grupo del doctor Montoya (Solano A, 2003). El consumo de
oxigeno dependiente de rotenona de la linea mutada era practicamente nulo, en
comparacion con el consumo de la linea control (1,758 fmol O,/célula/min), indicando
que era la mutacion en el ADNmt el que provocaba la baja actividad del complejo I
observada en la biopsia del paciente. Ademas de este hecho existen otros que apoyan la
hipétesis de que este cambio es patogénico: no se encontrd en una serie de 150 ADN de
controles analizados, el grupo del Dr. Montoya encontré este mismo cambio en otro
paciente con un fenotipo muy similar y en los dos pacientes el cambio estaba en estado
heteropldsmico.

Coincidiendo en el tiempo otro grupo de investigacién publicé otro paciente con la
misma mutacion, sin embargo con un fenotipo algo diferente, ya que era mds parecido a
un sindrome de Leigh. Ademads en este caso el paciente murié a los tres meses de
presentar los primeros sintomas (Ugalde C, 2003). En este trabajo el grupo analiz6 todas
las subunidades del complejo I de la cadena de transporte electronico codificadas por el
genoma mitocondrial, encontrando 17 polimorfismos ya descritos en la literatura y 6

variantes no descritas. Ademads este grupo también estudié mediante la técnica de



electroforesis 2D-BN (del inglés 2-dimensions blue native) como se estructuraban las
diferentes subunidades del complejo I entre ellas, tanto en fibroblastos derivados de la
paciente, como en cibridos transmitocondriales con dicha mutacién. Tanto en unas
células como en las otras observaron que el ensamblaje del complejo I no era el
correcto, ya fuera porque se observaba menos cantidad de complejo I ensamblado (en el
caso de los fibroblastos) o porque se acumulaban subcomplejos de menor tamatfio (tanto
en cibridos como en fibroblastos).

Estos dltimos resultados dejan entrever que la mutaciéon T14487C afecta muy
seriamente al ensamblaje del complejo I, afectando asi a su correcto funcionamiento.
Ademds en un trabajo posterior publicado por el mismo grupo, demostraron que
mutaciones en el complejo I de la cadena de transporte electronico afectaban a su
ensamblaje (en este segundo trabajo, las mutaciones analizadas estaban localizadas en
genes codificados en el genoma nuclear), a su vez podian afectar al correcto ensamblaje
del complejo III, indicando asi que la funcionalidad de la cadena de transporte
electronico esta severamente alterada (Ugalde C, 2004).

Nuestro grupo analizé por secuenciacion todas las subunidades del complejo I
codificadas por el genoma mitocondrial en nuestro paciente y en el otro paciente del Dr.
Montoya (datos no mostrados), con el de fin de concretar si la mutacion en el gen ND6
venia acompafiada por todos los polimorfismos descritos en el primer trabajo de Ugalde
y colaboradores. No se identificé ningin polimorfismo en ninguno de los dos pacientes,
por lo que estos polimorfismos podrian tener una implicacién en el distinto fenotipo
observado entre nuestro paciente y el del Dr. Montoya con el de Ugalde y

colaboradores.

5.2 Células transmitocondriales

En este apartado se discuten los resultados obtenidos del andlisis del haplotipo
mitocondrial y después la puesta a punto de la técnica de determinacién de la
peroxidacion lipidica. Posteriormente se analizardn conjuntamente en un mismo
apartado todos los resultados obtenidos en los estudios de produccion de perdxido de
hidrégeno, oxidacién de los lipidos, las proteinas y ADNmt en las lineas de cibridos

mitocondriales.



5.2.1 Haplotipos mitocondriales

Después de analizar el haplotipo mitocondrial de nuestras células mediante la técnica de
RFLP, se concluy6 que tanto los cibridos obtenidos a partir de las plaquetas procedentes
del paciente 2 como los procedentes del paciente 4 pertenecian al haplotipo H, mientras
que en el caso del paciente 1 y 3 pertenecian al haplogrupo T. Segin un estudio
publicado en el afio 2000 por Helgason y colaboradores el haplogrupo H es el
mayoritario en la poblacién caucdasica con un proporcion del 50% y el haplogrupo T es
el tercero en proporcion (10% de la poblacion) (Helgason A, 2000).

Algunos autores han estudiado la pertenencia a un haplogrupo determinado, como un
factor importante para una mayor incidencia o probabilidad de padecer una determinada
patologia de origen mitocondrial. En este sentido Ruiz-Pesini y colaboradores, en el
aflo 2000 asociaron una disminucién en la movilidad de los espermatozoides con la
pertenencia al haplogrupo T. Relacionaban esta baja movilidad con una disminucién en
la producciéon de ATP por las mitocondrias, que en condiciones de alta demanda
energética como puede ser el movimiento de los espermatozoides puede provocar
diferencias (Ruiz-Pesini E, 2000). Otra enfermedad de origen mitocondrial en que se ha
estudiado la pertenencia a un haplogrupo con la penetrancia de la enfermedad es el
sindrome de Leber. En diversos estudios se ha relacionado la pertenencia al haplogrupo
J con una mayor penetrancia de las mutaciones patogénicas de Leber 11778/ND4 y
14484/ND6 (Brown MD, 1997). De la misma manera existen estudios en sentido
contrario (Oostra RJ, 1994).

Hasta el momento no estd claro si los polimorfismos que definen los haplogrupos
podrian tener alguna influencia en la aparicion o desarrollo de las enfermedades
mitocondriales, y es posible que simplemente hagan a la mitocondria mds susceptible a

determinados factores ambientales o genéticos, que alteren su funcionalidad.

5.2.2 Optimizacion del método de determinacion de MDA: estudio de la

concentracion de BHT o EDTA

Antes de proceder a estudiar la oxidacién de los lipidos en las lineas de cibridos
transmitocondriales estudiamos qué inhibidor era el mas adecuado y qué concentracion
era la O6ptima para evitar la peroxidacion lipidica “in vitro”, ya que en la literatura no
habia un consenso claro al respecto. La técnica de medicion de la oxidacién lipidica
mediante la determinacién de los niveles de MDA, ha sido ampliamente utilizada desde

que fue descrita en el afio 1950. Desde su inicio esta técnica ha tenido dos grandes



problemas: el primero de ellos es la inespecificidad en la deteccion del compuesto y el
segundo es la produccién durante el procesamiento del mismo compuesto que se
detecta, el MDA. Los primeros ensayos realizaban la determinacion espectrofotométrica
a 535 nm del aducto de color rosado formado por una molécula de MDA con dos de
TBA (Yagui K, 1976). Al existir otras moléculas capaces de reaccionar con el TBA y
dar también un compuesto coloreado, se desarrollaron por el afio 1980 técnicas de
separacion del aducto MDA-TBA por HPLC (Bird RP, 1983), con lo que se lograba
solventar el primer problema.

Para evitar el segundo problema se introdujeron antioxidantes en la mezcla de la
reaccion. Los dos antioxidantes mds ampliamente utilizados han sido el BHT y el
EDTA (Knight JA, 1992), pero no hay un consenso en la comunidad cientifica sobre
cudl de ellos es mejor y a qué concentracién debe utilizarse. En la literatura existen
trabajos que no utilizan antioxidantes, unos que utilizan BHT a diferentes
concentraciones y otros donde utilizan EDTA también a diferentes concentraciones.
Esta variedad de métodos provoca una gran disparidad de resultados, por lo que
consideramos necesario realizar un estudio previo para saber cudl eral el antioxidante
mads adecuado y a qué concentracion deberiamos utilizarlo en nuestros ensayos.

De los resultados obtenidos en las curvas de inhibicion (figuras 31 y 32 en paginas 91 y
92) concluimos que tanto el BHT como el EDTA son buenos inhibidores de la
peroxidacion lipidica in vitro incluso a muy bajas concentraciones. Es de destacar que
es muy importante la adiciéon de BHT o de EDTA en la mezcla, ya que como se observa
en las mismas gréficas, los valores de MDA en los tubos donde no se afade ninguno son
muy superiores. Los valores de MDA obtenidos en estudios donde no se utiliza ningin
inhibidor seguramente estdn muy sobrevalorados. Posteriormente se compar6 cudl de
los dos inhibidores era mejor, o incluso si combindndolos se mejoraban los resultados.
De los resultados obtenidos podemos concluir que el BHT es mejor inhibidor de la
peroxidacion lipidica que el EDTA, y que la combinacién de los dos no mejora los
resultados.

Existe un estudio en el que analizan la mejor concentracion de BHT para inhibir la
peroxidacion lipidica (Jentzsch AM, 1996). Este estudio se realiz6 en plasma y
obtuvieron resultados similares a los nuestros. Deberian realizarse estudios de forma
sisteméatica analizando la concentracion de inhibidor de la peroxidacion lipidica al

utilizar un espécimen diferente a los publicados en la literatura, ya que cada espécimen



puede requerir un tiempo y modo de procesamiento diferente, por lo que la

concentracion de inhibidor deberia estar ajustada en cada caso.

5.2.3 Estudio bioquimico del estrés oxidativo en las células transmitocondriales

La patofisiologia de las enfermedades mitocondriales se ha atribuido en general, a
deficiencias en la produccion energética de la mitocondria. Se basaba en que la
produccion de ATP de la mitocondria no era suficiente para el funcionamiento normal
de la célula. Sin embargo en los dltimos afios existen una serie de observaciones y
estudios, que indican que aparte de la disminucién en la produccién de ATP debido al
mal funcionamiento de la cadena de transporte electrénico, puede existir un aumento de
la produccién de especies reactivas de oxigeno mitocondriales, que también estaria
provocado por el mal funcionamiento de la cadena. Este aumento de la produccién de
especies reactivas de oxigeno provocaria un aumento del estrés oxidativo dentro de la
mitocondria que dificultaria mucho su viabilidad (Pitkanen S, 1996).

La amplia variabilidad de fenotipos observada por ejemplo en las mutaciones A3243G y
A8344G, puede estar relacionada no simplemente con diferencias en la cantidad y
distribucién de genomas mutados por los tejidos del organismo, sino que la produccién
de ROS puede jugar un papel importante en la modulacién del fenotipo.

Como ya se ha comentado en la introduccidn, la cadena de transporte electronico puede
producir especies reactivas de oxigeno cediendo un electrén al oxigeno para formar el
anioén superdxido. En diversos estudios se ha visto que utilizando inhibidores de los
complejos de la cadena de transporte, se provoca un aumento de la generacién de ROS
tanto por el complejo I como por el III (Barrientos A, 1999) (Pitkanen S, 1996), por ello
es factible pensar que mutaciones en los genes que codifican estos complejos podrian
provocar también un incremento de la generacion de ROS.

El modelo de cibridos transmitocondriales es muy util para el estudio de los efectos
bioquimicos y moleculares de una mutacién puntual en el genoma mitocondrial. Al
tener la linea control idéntico ADN nuclear que la linea mutada, todos los efectos que se

observen en esta linea, seran debidos a la mutacién en el genoma mitocondrial.

5.2.3.1 Estudio de la produccion de ROS

Lo primero que hicimos fue medir la produccién de especies reactivas de oxigeno en
cada linea celular. Existen diferentes métodos para realizar esta medicion, y nosotros

escogimos uno indirecto que consistia en medir la cantidad de peréxido de hidrégeno



que se generaba. El anién superdxido generado por el traspaso directo de electrones del
complejo I o el III al oxigeno, es rdpidamente detoxificado por la superéxido dismutasa.
Esta reaccion de detoxificacion genera peréxido de hidrégeno que es lo que nosotros
determinamos.

Las dos lineas portadoras de la mutacion en un ARNt (MERRF_100% vy
MELAS_100%) (Figuras 29 y 30 en pdginas 90 y 91 respectivamente) asi como la
linea portadora de la mutacién en el complejo I (ND6_100%) (Figura 32 en pédgina 93)
presentan un claro incremento de la produccién de peréxido de hidrégeno en
comparacion al control MERRF_0%. Como se ha comentado al describir estos dos
sindromes (MERRF y MELAS), en su caracterizacion ya se observd que la sintesis de
proteinas mitocondriales estaba alterada, como era de esperar en una mutacién en un
ARNt (Enriquez JA, 1995) (Chomyn A, 1992). La actividad de varios complejos del
sistema OXPHOS estd alterada, entre ellos el complejo I y III que son los principales
productores de ROS en la mitocondria.

Un resultado similar fue descrito por Rana y colaboradores en cibridos generados con
una delecciéon en el complejo III (Rana M, 2000), donde ademds observaron que el
complejo III no se ensamblaba correctamente. En otro estudio utilizando cibridos
portadores de la mutacion A3243G observaron una disminucién de la proporcién de
glutation reducido frente a un aumento del glutation oxidado, indicando que la célula
estaba en un ambiente oxidante (Pang CY, 2001). Ademds también se han descrito
resultados similares en cultivos de fibroblastos derivados de pacientes con el sindrome
de MERRF o MELAS (Wei YH, 2001). En varios estudios utilizando cibridos
portadores de mutaciones caracteristicas de sindrome de Leber (complejo I), también se
ha descrito incremento de la produccion de ROS (Beretta S, 2004) (Wong A, 2002)

A diferencia de las lineas celulares anteriores, en los cibridos portadores de la mutacién
G6930A en el complejo IV (COX_100%), no se observd un incremento de la
produccion de ROS respecto la linea control (COX_0%) (Figura 31 en pagina 92). La
mutacién crea un codén de fin de traduccion, que acorta el polipéptido un 33% respecto
su longitud original, provocando ademads que el complejo IV de la CTE no se ensamble
correctamente (D’Aurelio, 2001). El hecho de que el este complejo no se ensamble
correctamente no afecta a la producciéon de ROS, ya que el complejo IV no es
productor. Existen trabajos que asocian a este complejo un papel regulador sobre la
CTE y que al estar mutado pudiera afectar al flujo de electrones (Villani G, 1997) (Lee
L, 2005).



Hay que destacar un trabajo donde utilizando cibridos portadores de la mutacién que
provoca los sindromes de NARP y MILS (T8993G), también observaron un incremento
en la produccién de ROS (Mattiazzi M, 2004). Asi que segin nuestros resultados y los
publicados en la literatura una mutacién mitocondrial que afecte ya sea al complejo I,
IIT o V del sistema OXPHOS provoca un incremento de ROS, mientras que mutaciones
en el complejo IV parecen no provocar este incremento. Queda por resolver que pasaria
con mutaciones en el complejo II en cuanto a la produccién de ROS, ya que existen
publicaciones que describen que este complejo también puede producir ROS (Zhang Z,

1998).

La sobreproduccién de ROS por parte de la CTE puede llegar a tener consecuencias
negativas, si no son detoxificadas por las defensas antioxidantes, ya que pueden
provocar dafio en lipidos, proteinas y ADN. El dafio oxidativo se produce cuando la
produccion de especies reactivas de oxigeno supera la capacidad detoxificadora de las
defensas antioxidantes. Por regla general, los radicales libres tienen una vida media muy
corta y solamente pueden dafiar a moléculas que estén relativamente cerca del lugar de
produccién pero, en algunos estudios, se ha visto que el dafio oxidativo a los lipidos, es
capaz de crear moléculas estables que son capaces de propagar este dafo a lugares

lejanos respecto el sitio de produccion de las ROS (Esterbauer H, 1991).

5.2.3.2 Estudio del daiio oxidativo a lipidos

En varias lineas de cibridos transmitocondriales observamos un incremento de la
produccion de ROS, por lo que nos parecié interesante estudiar si esta sobreproduccion
se traducia en dafo a los componentes celulares. Analizando la peroxidacién lipidica
observamos que tanto la linea MERRF_100%, como la MELAS_100% (Figuras 35 y 36
en paginas 98 y 99), como la COX_100% (Figura 37 en pagina 100), no presentaban un
incremento de la peroxidacion lipidica. En esta dltima linea (COX_100%) no se
esperaba encontrar dafio a los lipidos, ya que tampoco se observé un incremento de la
produccién de ROS. Sin embargo en las lineas MERRF_100% y MELAS_100%, el
incremento en la produccién de ROS no debe ser suficiente para superar a las defensas
antioxidantes, ya que no se observa dafié oxidativo en los lipidos. Existe un trabajo
publicado donde utilizando cibridos portadores de la mutaciéon A3243G, detectan

incremento de la peroxidacién lipidica (Pang CY, 2001). Hay que destacar que en este



trabajo utilizan una concentraciéon de BHT en la determinacién de MDA diez veces
menor de la que utilizamos nosotros, por lo que los valores obtenidos son cuestionables.
En la linea de cibridos ND6_100%, portadora de una mutacién en el complejo I de la
CTE, a diferencia de todas las demads lineas, si se observo incremento de la peroxidacién
lipidica (Figura 38 en péagina 101). Este resultado es acorde con otros trabajos
publicados en la literatura, donde utilizando inhibidores del complejo I también
observaban incremento de la peroxidacion lipidica (Barrientos A, 1999) (Luo X, 1997).
Hay que tener en cuenta que los lugares de produccién de ROS en el complejo I y III
son diferentes, por lo que existirdn diferencias en este sentido que podran afectar a la
produccion de dano oxidativo, entre las lineas portadoras de la mutacién en un ARNt o

en un complejo en particular.

5.2.3.3 Estudio del daiio oxidativo a proteinas

No se observo incremento de la oxidacion proteica en ninguna de las lineas celulares
estudiadas. Este resultado en las lineas MERRF_100% y MELAS_100% (Figuras 40 y
42 en paginas 103 y 104) estaba en consonancia con los obtenidos de peroxidacion
lipidica, en que si bien existe incremento de la produccién de ROS, las defensas
antioxidantes parecen ser suficientes para compensar y que no se produzca dafio
oxidativo. Respecto a la linea COX_100% donde no existe aumento de produccion de
ROS, tampoco existe incremento de dafio oxidativo ni a lipidos ni a proteinas (Figura 44
en pagina 106). En el caso de la linea ND6_100% en que si existia aumento de la
produccion de ROS y de MDA, existe una ligera tendencia a presentar proteinas mas
oxidadas respecto a la linea MERRF_0%, pero esta tendencia no ha sido
suficientemente importante para ser estadisticamente significativa (Figura 46 en pagina
107).

Existe muy poca bibliografia sobre la oxidacion de proteinas asociada a mutaciones del
ADNmt, por lo que resulta muy dificil comparar nuestros resultados con los de otros
trabajos publicados. Existen estudios sobre oxidacion de proteinas asociada al
envejecimiento (Judge S, 2005). Seria interesante desarrollar nuevos trabajos sobre la
implicacion de mutaciones mitocondriales concretas en la oxidacién de las proteinas, ya
que la oxidacion de los componentes de la CTE puede llegar a alterar su funcionalidad

siendo otro marcador mas del estado oxidativo de la célula.

5.2.3.4 Estudio del daio oxidativo al ADNmt




Finalmente estudiamos si presentaba dafio oxidativo el ADNmt. El ADNmt estd
localizado en la matriz mitocondrial adyacente a la CTE, principal lugar de produccién
de ROS en la mitocondria, por lo que es de esperar que en situaciones en que se
produzcan muchas ROS puede resultar dafiado. Al analizar el dafio oxidativo a nuestras
lineas de cibridos transmitocondriales nos encontramos con resultados diversos. En la
linea mutada COX_100% no observamos incremento de la oxidaciéon del ADNmt
(presentado en los resultados como disminuciéon de la eficiencia de amplificacion)
respecto a la linea control COX_0%, resultado en concordancia con la produccién de
perdéxido de hidrégeno, oxidacion lipidica y proteica (Figura 52 en pagina 112).

En cambio en las lineas celulares mutadas MERRF_100% y ND6_100% si que se
observé un incremento de la oxidacion del ADNmt. En ND6_100% (Figura 54 en
pagina 113), que ya presentaba dafio oxidativo en los lipidos, parece haber un ambiente
extremadamente oxidante, y las defensas antioxidantes celulares no deben ser
suficientes para compensar las ROS producidas. En MERRF_100% también se observo
dafio en el ADNmt (Figura 48 en pagina 109), en cambio no se encontrd dafio ni a
lipidos ni a proteinas. Este hecho puede explicarse porque el ADNmt estd muy cercano
al lugar de produccién de las ROS y ademas es un dafio mucho maés localizado que el
medido en la oxidacién lipidica y proteica celular. De esta manera el aumento de la
oxidacién de proteinas y lipidos mitocondriales, podria no apreciarse al determinar la
oxidacidn proteica y lipidica celular total.

En la linea mutada MELAS 100% no se observaron diferencias en cuanto a la
oxidacién del ADNmt respecto a la linea control MERRF_0% (Figura 50 en pagina
110). Si que se observd una tendencia a presentar una mayor oxidacién en la linea
mutada respecto la linea control, pero no fue estadisticamente significativa.

Tampoco existen demasiados trabajos que asocien una mutacién determinada con un
efecto sobre la oxidacién del ADNmt. La mayoria de trabajos la estudian asociada al
envejecimiento (Short KR, 2005), a determinadas enfermedades relacionadas con las
mitocondrias (Wang J, 2005), o para reflejar la mayor susceptibilidad del ADNmt frente
al nuclear (Yakes FM, 1997). En estos trabajos observan siempre una mayor oxidacion
del ADNmt respecto al nuclear, que se asocia a la proximidad del ADNmt al lugar de
generacion de las ROS, a una menor eficiencia en sus mecanismos de reparacion y a una
mayor desproteccion al no formar estructuras secundarias o terciarias tan complejas

como el ADN nuclear.



En resumen, en este trabajo se han analizado diferentes lineas celulares con diferentes
mutaciones en su ADNmt, procedentes de pacientes previamente diagnosticados. Se ha
analizado el efecto de las diferentes mutaciones del ADNmt sobre la produccién de
ROS vy el posible dafio oxidativo producido. Se ha observado un comportamiento
diferente segin la mutacién analizada, asi en la linea portadora de la mutacién en el
complejo IV no se ha observado produccién de ROS y por lo tanto tampoco dafio ni a
lipidos, ni a proteinas, ni al ADNmt, sugiriendo que esta mutacién no afectara a la
produccién de ROS por parte de la CTE. Las lineas celulares portadoras de la mutacion
en un ARNt se comportan de una forma parecida, observdndose un incremento en la
produccion de ROS en las lineas portadoras de la mutacion. El incremento de ROS no
se traduce en dafo a los lipidos ni a las proteinas. En estudios previos realizados en
nuestro laboratorio de la actividad de los enzimas antioxidantes en las lineas
MERRF_100% y MELAS_100%, se observé un claro incremento de todos ellos, por lo
que probablemente este incremento de actividad de las defensas antioxidantes, es capaz
de detoxificar todas las ROS producidas. En cuanto al ADNmt el comportamiento es
similar, ya que en ambos casos se observa un aumento del dafio, pero en el caso de la
linea portadora de la mutacion A8344G los resultados son estadisticamente
significativos. En el caso de la mutacién en el complejo I, se observa un incremento de
la produccion de ROS que se traduce en un dafio claro en los lipidos y el ADNmt. En
esta linea celular las defensas antioxidantes no deben ser capaces de eliminar las ROS
producidas y por eso se observa mas daio oxidativo.

Como se ha visto no todas las mutaciones en el ADNmt se traducen en un mismo
sentido en cuanto a la produccién de estrés oxidativo en las células. Parece ser que las
mutaciones que afecten al funcionamiento de los complejos I y III provocardn un
aumento de la producciéon de ROS con la posibilidad de producirse dafio oxidativo,
mientras que parece que mutaciones en el complejo IV no. Un esquema de esta

hipétesis podria ser el siguiente:
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En algunas mutaciones el estrés oxidativo puede llegar a jugar un papel mds importante

que en otras e incluso segun el tipo celular en que se encuentre la mutacién también
puede influir. En este sentido en un trabajo reciente se ha observado como mutaciones
tipicas de LHON solo producian efectos fenotipicos significativos cuando se
diferenciaban en células neuronales NT2, indicando que el las mutaciones de LHON
requieren encontrarse en un ambiente tipico de células neuronales diferenciadas para
desarrollar la patologia (Wong A, 2002). En otro trabajo utilizando un ratén transgénico
para el translocador de nucledtidos de adenina (Ant/), han encontrado que el corazén
presenta mas dafio oxidativo que el musculo esquelético, indicando una mayor
susceptibilidad del tejido o una menor activaciéon de las defensas antioxidantes
(Esposito LA, 1999). Ademds se sabe que una misma mutacion puede estar en diferente
grado de heteroplasmia en diferentes tejidos, y se acepta que segin este grado de
heteroplasmia y la demanda energética del tejido se desarrollard la enfermedad o no. En
un trabajo muy reciente se ha observado en la mutacion A8344G, una relacion directa
entre el grado de heteroplasmia y los niveles de F,-isoprostanos (otro marcador de dafio
oxidativo a lipidos) en plasma de un largo pedigri familiar (Canter JA, 2005).

Asi el panorama que se plantea en cuanto a las mutaciones mitocondriales es bastante
complejo, ya que unas mutaciones provocardn incremento del estrés oxidativo mientras
que otras no, y ademds dependiendo del grado de heteroplasmia, tipo celular o tejido
donde se encuentre la mutacién, el estrés oxidativo generado serd mds o menos
importante y perjudicial para la célula. Ademds la edad del paciente también puede

influir para la expresion fenotipica de la mutaciéon ya que se ha observado que con la



edad existe una disminucién de la funcién mitocondrial y de la cantidad de ADNmt,

asociandose al dano oxidativo que haya podido sufrir (Short KR, 2005).



CONCLUSIONES



6-.CONCLUSIONES

1. Se ha diagnosticado una paciente afectada de diabetes mellitus, sordera y
miopatia de herencia materna. En esta paciente se ha identificado la mutacion

A3243G en el ARNt"*VUR) e su ADNmt.

2. Se ha identificado la mutacién A8344G en el ARNt™ del genoma mitocondrial
de una paciente afectada de lipomatosis multiple, severa intolerancia al ejercicio

y accidentes cerebrovasculares.

3. Se ha estudiado la mutacién G6930A en el gen COI, que codifica la subunidad I
del complejo IV de la cadena de transporte electrénico, en el genoma
mitocondrial de una paciente con una afectacion multisistémica incluyendo

debilidad muscular, un severo defecto visual y sordera total.

4. Se ha encontrado una nueva mutacién patogénica (T14487C) en el ADNmt en el
gen ND6 que codifica para la subunidad 6 del complejo I de la cadena de
transporte electronico, en un paciente que presentaba necrosis bilateral del

estriado y distonia generalizada.

5. Se han generado 6 lineas de cibridos transmitocondriales con las mutaciones
A3243G, A8344G, G6930A y T14487C para caracterizar el estrés oxidativo que

pudieran provocar estas mutaciones.

6. Para inhibir la peroxidacion lipidica “in vitro” es mdas efectivo utilizar
hidroxitolueno butilado a una concentracién de 3 mM que EDTA, en muestras

procedentes de cultivos de cibridos trasmitocondriales.

7. En la linea portadora de la mutacién A8344G (ARNt™*) se ha observado un
incremento de la produccién de peréxido de hidrégeno, que no ha provocado un
aumento en la peroxidacidn lipidica ni proteica. Sin embargo se ha observado un

incremento de oxidacion del ADNmt.



8.

10.

11.

En la linea portadora de la mutacién A3243G (ARNt*""U®) se ha observado un
incremento de la produccion de peréxido de hidrégeno, que no se traduce en un

aumento de la oxidacion de los lipidos, de las proteinas o del ADNmt.

En la linea portadora de la mutacion G6930A (COI) no se ha observado
incremento de la produccion de perdxido de hidrégeno, ni incremento de

oxidacion de lipidos, proteinas o ADNmt.

En la linea portadora de la mutacion T14487C (ND6) se ha observado un
incremento de la produccién de perdxido de hidrégeno, un incremento de la
oxidacion de los lipidos y del ADNmt, sin incremento en la oxidacién de las

proteinas.

Nuestros resultados sugieren que mutaciones que afecten al funcionamiento del
complejo I y III provocardan un aumento de la producciéon de ROS, mientras que

parece que mutaciones en el complejo IV no.
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APENDICES



Estas son las abreviaturas que se han utilizado en esta tesis:
ATP: adenosina trifosfato

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNmt: ADN mitocondrial

ADP: adenosina difosfato

ARN: 4cido ribonucleico

BER: base excision repair

BHT: hidroxitolueno butilado

BSN: necrosis bilateral del estriado

CK: creatina quinasa

CoQ: coenzima Q

COX: citocromo oxidasa

CPEO: chronic progressive external ophtalmoplegia
CSB: conserved sequence blocks

CuZn-SOD / SOD1: Cobre, zinc superéxido dismutasa
DCF: 2’,7’-diclorofluoresceina

DCFH-DA: diacetato de diclorofluorescina

DCPIP: diclorofenol indofenol oxidoreductasa
DNP: 2 4-dinitrofenilhidrazona

EC-SOD: superéxido dismutasa extracelular

EMG: electromiograma

FAD: Flavina adenina dinucleétido

FMN: Flavina mononucleétido

GPx: glutation peroxidasa

H,0,: peréxido de hidrégeno / agua oxigenada



HO,: anién super6xido

HPLC: cromatografia liquida de alta presion

IR: intermediarios de replicacion

LHON: Leber hereditary optic neuropathy

MDA: malondialdehido

MELAS: mitochondrial encephalomyopathy lactic acidosis and stroke like episodes
MERREF: Myoclonus epilepsy with ragged-red fibers
MILS: Maternally inherited Leigh’s syndrome

MNGIE: mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy
MnSOD / SOD-2: manganese superdxido dismutasa
MRP: mitochondrial RNA-processing ribonuclease
MRI: imé4genes de resonancia magnética

MSL: lipomatosis multiple simétrica

mtTFA: mitochondrial transcription factor A

mMtTERF: mitochondrial transcription termination factor
NADH: dinucleétido de adenina y nicotinamida reducido
NARP: Neuropathy, ataxia and retinitis pigmentosa
NO': 6xido nitrico

0;" : anion superéxido

OH’: radical hidroxilo

OXPHOS: fosforilacién oxidative

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PEG: polietilén glicol

PMS; metasulfato de fenacina

PUFA: icido graso poliinsaturado



RFLP: restriction fragment length polymorphism
ROS: reactive oxygen species

RRF: ragged-red fibers

SDH: succinato deshidrogenasa

TAC: tomografia axial computerizada

TBA: 4cido tiobarbitdrico

UTR: untranslated region



Lista de cebadores utilizados para amplificar los ARNt y resto de genes del ADNmt:

NOMBRE SECUENCIA
531F TAACCCCATACCCCGAACCA
718R TCACTGGAACGGGGATGCTT
1492F ACCCTCCTCAAGTATACTTC
1803R TTTCATCTTTCCCTTGCGGT
3087F CCAGGTCGGTTTCTATCTAC
3472R AFAGTTTTATGGCGTCAGCG
4181F ACTTCCTACCACTCACCCTA
4370F TTCTCCGTGCCACCTATCAC
4388R TGATACGTGGCACGGACAAT
4553R GGTAAAAAATCAGTGCGAGC
5454F CTCATCGCCCTTACCACGCT
5651F CCCTTACTAGACCAATGGGA
5739R GCGGGAGAAGTAGATTGAAG
6022R TCGGCTCGAATAAGGAGGCT
7361F AGAACCCTCCATAAACCTGG
7667R GGGCGTGATCATGAAAGGTG
8123F AACCAAACCACTTTCACCGC
8490F ATGGGCTTTGGTGAGGGAGG
9917 CGCCGCCTGATACTGGCATT
10149R TGTAGCCGTTGAGTTGTGGT
10347F ATCCTAGCCCTAAGTCTGGC
10568R TAGGCATAGTAGGGAGGATA
12057F AAAACCCTCATTCACACGAG
12408R AACGAGGGTGGTAAGGATGG
14587F ACCCCCATAAATAGGAGAAG
14840R TTCATCATGCGGAGATGTTG
15756F GAATCGGAGGACAACCAGTA
16119R TCATGGTGGCTGGCAGTAAT
IF CTCCTCAAAGCAATACACTG
IR TGCTAAATCCACCTTCGACC




2F

CGATCAACCTCACCACCTCT

2R TGGACAACCAGCTATCACCA
3F GGACTAACCCCTATACCTTCTGC
3R GGCAGGTCAATTTCACTGGT
4F AAATCTTACCCCGCCTGTTT
4R AGGAATGCCATTGCGATTAG
SF TACTTCACAAAGCGCCTTCC
SR ATGAAGAATAGGGCGAAGGG
6F TGGCTCCTTTAACCTCTCCA
6R AAGGATTAATGGATGCGGTTG
TF ACTAATTAATCCCCTGGCCC
7R CCTGGGGTGGGTTTTGTATG
8F CTAACCGGCTTTTTGCCC
8R ACCTAGAAGGTTGCCTGGCT
OF GAGGCCTAACCCCTGTCTTT
9R ATTCCGAAGCCTGGTAGGAT
10F CTCTTCGTCTGATCCGTCCT
10R AGCGAAGGCTTCTCAAATCA
11F ACGCCAAAATCCATTTCACT
11R CGGGAATTGCATCTGTTTTT
12F ACGAGTACACCGACTACGGC
12R TGGGTGGTTGGTGTAAATGA
13F TTCCCCCTCTATTGATCCC
I3R GTGGCCTTGGTATGTGCTTT
14F CCCACCAATCACATGCCTAT
14R TGTAGCCGTTGAGTTGTGGT
15F TCTCCATCTATTGATGAGGGTCT
I5R AATTAGGCTGTGGGTGGTTG
16F GCCATACTAGTCTTTGCCGC
16R TTGAGAATGAGTGTGAGGCG
I7F TCACTCTCACTGCCCAAGAA
17R GGAGAATGGGGGATAGGTGT

18F

TATCACTCTCCTACTTACAG




18R AGAAGGTTATAATTCCTACG
19F AAACAACCCAGCTCTCCCTAA
I9R TCGATGATGTGGTCTTTGGA
20F ACATCTGTACCCACGCCTTC
20R AGAGGGGCAGGGTTCATTC
21F GCATAATTAAACTTTACTTC
21R AGAATATTGAGGCGCCATTG
22F TGAAACTTCGGCTCACTCCT
22R AGCTTTGGGTGCTAATGGTG
23F TCATTGGACAAGTAGCATCC
23R GAGTGGTTAATAGGGTGATAG
24F CACCTTCTCCGTGAAATCA
24R AGGCTAAGCGTTTTGAGCTG






