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Encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lacticay accidentes
cerebrovasculares (MELAS) con la mutacion A3243G en €l gen
ARNt-eU(VUR) del ADNmt en el haplogrupo B2 nativo americano
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ENCEFALOMI OPATIA MITOCONDRIAL, ACIDOSSLACTICAY ACCIDENTES CEREBROVASCULARES (MELAS)
CON LA MUTACION A3243G EN EL GEN ARNt-®(UUR) DEL. ADNmt EN EL HAPLOGRUPO B2 NATIVO AMERICANO

Resumen. Introduccién. La encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y accidentes cerebrovasculares (MELAS) es uno
de los sindromes mitocondrial es multisistémicos mejor definidos desde el punto de vista clinico. Esta enfermedad se ha aso-
ciado preferentemente con la mutacién A3243G del ADN mitocondrial (ADNM) en el gen ARNt-*(UUR) Aunque los estudios
descritos hasta ahora no han mostrado una participacion relevante de los hapl ogrupos mitocondrial es europeos en variables
fenotipicas que poseen la mutacion A3243G, no hay trabajos parecidos en haplogrupos nativos americanos. Caso clinico.
Nifia mexicana de 12 afios de edad diagnosticada de MELAS a quien, ademas del seguimiento clinico neurolégico y las prue-
bas bioquimicasy citolégicas, se le realizo un estudio genético de su ADNmt, que consistié en el andlisis de mutaciones pun-
tuales asociadas a MELASY una secuenciacion posterior del genoma completo para determinar el haplogrupo al que perte-
necia. Este estudio detectd la presencia de la mutacion puntual A3243G en la paciente y los familiares relacionados por via
materna (madrey seis hermanos, todos asintomaticos). El haplogrupo resulté ser el nativo americano B2 y es portador de dos
polimorfismos no sinbnimos privados. Conclusion. La mutacion A3243G se encuentra en distinto porcentaje de heteroplasmia
en los diferentes miembros de la familia; es mayor en la paciente. El genotipo mitocondrial corresponde al haplogrupo nati-
vo americano B2 y las mutaciones privadas no parecen conferir ninguna modificacion fenotipica en el sindrome MELAS.
[REV NEUROL 2007; 44: 18-22]
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INTRODUCCION

La encefalomiopatia mitocondrial, acidosis |&cticay accidentes
cerebrovasculares (MELAS, del inglés mitochondrial myopathy,
encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes) [1] es
uno de los sindromes mitocondrial es multisistémicos mejor de-
finidos desde el punto de vista clinico. Los criterios que lo ca-
racterizan son episodios de accidentes cerebrovasculares antes
delos 40 afios, encefal opatia caracterizada por crisis epilépticas
focales o generalizadas, acidosis lactica y/o fibras rojas rasga-
das [2], acompafiadas en ocasiones por baja estatura, demencia,
cefaleas recurrentes y vomitos. En 1990 se describié la muta-
ci6n A3243G, localizada en el gen ARNt-®(UUR) del ADN mi-
tocondrial (ADNmt), como factor etiolégico mas importante de
este sindrome [3]. Posteriormente se han encontrado otras mu-
taciones en el ADNmt asociadas a esta enfermedad y se havis-
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to que la mutacion A3243G es la causa de otros muchos fenoti-
pos patol dgicos distintos [4,5]. Esta observacion resume uno de
los grandes enigmas en la patologia mitocondrial: ¢por qué una
mutacion particular en el ADNmt puede causar entidades clini-
cas tan diferentes?

La mutacion A3243G suele encontrarse en forma hetero-
plédsmica, lo que, junto con la segregacion mitética, puede ex-
plicar las diferencias fenotipicas que se encuentran entre los in-
dividuos que presentan esta mutacion. Sin embargo, es muy po-
sible que otros factores tengan un papel importante en la apari-
cién de esta diversidad fenotipica[6].

El gran conocimiento que actualmente se tiene sobre la va-
riacion genética del ADNmt, su facilidad de andlisisy el hecho
demostrado de que la penetrancia de las mutaciones mitocon-
driales patoldgicas puede estar influida por €l fondo genético
mitocondrial [7] han dirigido la atencién a estudio de los ha-
plogrupos mitocondriales.

Aunque |os estudios descritos hasta la fecha no han mostra-
do una participacion relevante de los haplogrupos mitocondria
les europeos en | as variabl es fenotipi cas que poseen lamutacion
A3243G [8-10], no hay trabajos parecidos en haplogrupos nati-
vos americanosy no se haconsiderado el efecto que otras varia-
bles genéticas mitocondrial es puedan tener sobre los fenotipos,
a pesar de que se ha descrito a pacientes con dos mutaciones
claramente patol égicas [11]. Sorprendentemente, solo se ha pu-
blicado |a secuencia completa del ADNmt de cuatro individuos
con la mutacion A3243G [12-14]. Todas estas razones nos han
llevado a un andlisis genético més profundo de una paciente
afectada de MELAS que presenta la mutacion A3243G. La se-
cuenciacion de su genoma mitocondrial completo present6 una
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Figura 1. a) Tomografia axial computarizada (TAC) craneal simple, realizada
alos 12 afios de edad, en la que se observa hipodensidad parietooccipital
izquierda sugerente de infarto isquémico, presenta edema y borramiento
del cuerno occipital del ventriculo lateral izquierdo; b) TAC craneal con-
trastada, realizada a la misma edad, que muestra hipodensidad parietooc-
cipital izquierda con reforzamiento del medio de contraste por neovascu-
larizacion sugerente de infarto subagudo; c,d) TAC craneal contrastada,
realizada tres meses después, que muestra hipodensidad temporal dere-
cha con reforzamiento del medio de contraste por neovascularizaciéon su-
gerente de infarto subagudo; hay edema con compresion de cisterna pe-
rimesencefalica y del asta frontal del ventriculo lateral derecho.
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Figura 2. Pedigri de la familia y andlisis de los polimorfismos de longitud
de los fragmentos de restriccion para la mutacion A3243G del ADN mito-
condrial (ADNmt). El ADN amplificado de 402 pb permanece intacto en el
ADN normal o se corta en dos fragmentos de 307 y 95 pb al ser digerido
con la enzima de restriccion Apa |. Estos fragmentos se visualizan por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio. La
cuantificacion de las bandas obtenidas se realiz6 por andlisis densitométrico
en un analizador de imagenes. En el pedigri se muestran con simbolos en
negro o blanco los pacientes o individuos asintomaticos, respectivamen-
te, asi como el porcentaje de moléculas de ADNmt mutadas deducidas
del andlisis electroforético. Las muestras de ADN de cada individuo en el
andlisis electroforético se corresponden con la nomenclatura en el pedigri.
C1: control de amplificacion, sin digerir con la enzima; C2: control positivo
correspondiente a un paciente de otra familia que resulté positivo en hete-
roplasmia; M: marcador de peso molecular.
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MELAS EN HAPLOGRUPO B2

serie de polimorfismos, que permitié ubicarla en el haplogrupo
nativo americano B2, y tres no descritos previamente.

CASO CLIiNICO

Nifia de 12 afios de edad, quinta hija de padres no consanguineos. Ingresd
en el hospital por primeravez alos 12 afios tras sufrir un episodio de crisis
convulsiva parcia motora del brazo derecho que generalizaba posterior-
mente y duraba aproximadamente un minuto. En €l transcurso del mismo
dia repitié estos eventos en siete ocasiones con caracteristicas similares.
Durante los tres dias previos a la crisis present6 cefaleay diplopia ocasio-
nal. Posteriormente manifestd vomitos en varias ocasiones. Durante la
exploracion fisica se mostré somnolientay realizé lo que se le indicaba de
forma torpe y lenta. El fondo de ojo mostrd papiledemay se presentd un
nistagmo horizontal persistente. En el resto de la exploracion en ese mo-
mento no se detectaron otras ateraciones. Se sospechd hipertension intra-
craneal (HIC), por o que se realizé unatomografia axial computarizada de
craneo que mostré una imagen de infarto isquémico subagudo parietoocci-
pital izquierdo (Figs. 1ay 1b). Permanecio ingresada durante 10 diasy reci-
bi6 tratamiento paralaHIC. Se descartd una cardiomiopatia. Como antece-
dentes de importancia, la paciente sufria crisis epilépticas desde dos afios
antes, éstas se repitieron durante ocho veces hasta el momento en que fue
ingresada en el hospital. Recibia tratamiento con carbamacepina en dosis
terapéuticas y contaba con un ultimo estudio tomogréafico cranea de hacia
tres meses, normal, y con un electroencefalograma de la misma fecha en el
que se mostro actividad epileptogénica temporal derecha. Como anteceden-
tes familiares, el abuelo paterno padecia epilepsiay el padre murié por leu-
cemia. Una hermana de la paciente padece artritis reumatoide juvenil y se
encuentra en tratamiento médico.

La paciente mejord lentamente; las constantes hematol6gicas y los anti-
cuerpos antifosfol ipidos fueron normales. Los anticuerpos |Gpicos fueron ne-
gativos. Dos meses después del infarto se efectud una nueva resonancia mag-
nética cerebral con angiorresonancia, que fue normal.

Tres meses después ingresd de nuevo en €l hospital tras un cuadro clinico
de cuatro dias manifestado por mareo, cefalea occipital intensa, nauseas, vo-
mitos, fiebrey crisis convulsivas parciales motoras del hemicuerpo izquierdo
en seis ocasiones. Se realizd un nuevo estudio tomogréfico que mostré un
infarto subagudo temporoparietal derecho (Figs. 1cy 1d). Recibi6 tratamien-
to médico y permanecio 10 dias hospitalizada. Se determinaron los niveles
de &cido l&ctico, que fueron de 34,9 mg/dL (normal: 3-12 mg/ dL), ante lo
cual se sospechd enfermedad mitocondrial. Se realiz6 una biopsia muscular
para la determinacion de enzimas de cadena respiratoria, que no fue conclu-
yente, y un estudio histopatol6gico, que mostré un incremento de lipidos y
agregados subsarcolemal es mitocondriales y algunas fibras rojas rasgadas.

En los Ultimos cuatro afios, la paciente no ha sufrido crisis, si bien ha
ingresado constantemente en el hospital por episodios de vomitos persisten-
tes; harecibido maltiples terapias y actualmente se encuentra con omepra-
zol. Una determinacion reciente de &cido |&ctico fue de 5,5 mM/L (normal:
0,4-2 mM/L), similar a las determinaciones realizadas en |os afios previos.
Un examen psiquidtrico indico un deterioro importante en las funciones cor-
ticales superiores.

Para los estudios geneticomoleculares del ADNmt, se extrajo el ADN
total de las muestras de sangre. El andlisis de la mutacién A3243G en el
ADNmMmt relacionada con €l sindrome de MELAS se llevo a cabo mediante
protocol os descritos anteriormente [15]. Como puede apreciarse en la figu-
ra 2, el paciente (11-6) presenta la mutacién A3243G en heteroplasmia con
un porcentaje del 31%. Asimismo, se harealizado el andlisis en siete fami-
liares relacionados por via materna (madre y seis hermanos), todos ellos
asintométicos; se ha encontrado la mutacion con un grado de heteroplasmia
menor (del 1 a 22%) (Fig. 2). Niveles de heteroplasmiaen sangre més altos
que los de nuestra paciente se han asociado con fenotipos patol 6gicos mas
suaves [16]. Por el contrario, niveles de heteroplasmia mas bajos que los de
los parientes asintométicos se han encontrado en individuos con fenotipos
patolégicos [17].

Con € fin de comprobar que la paciente no tenia otras mutaciones en el
ADNmt y determinar los polimorfismos que presenta, asi como €l haplo-
grupo mitocondria a que pertenece, se procedio a la secuenciacion com-
pleta del ADNmt [18]. Los resultados obtenidos confirmaron la presencia
de lamutacion A3243G antes descrita y los polimorfismos mostrados en la
tabla[19,20]. El andlisis de la secuencia permitio determinar que la pacien-
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te perteneciaal haplogrupo nativo americano B2. Tras una comparacion con
3.014 secuencias mitocondriales (Genbank) y la base de datos Mitomap
(http://www.mitomap.org), tres de los polimorfismos encontrados se clasifi-
caron como privados (polimorfismo presente en un solo individuo o pedigri):
C9761T en COIll, que no provoca el reemplazo de aminoéacido, y A7746G
y A13661G, que determinan la sustitucion N54S/COIl y N442S/ND5, res-
pectivamente. Asimismo, se han descrito también otras mutaciones privadas
en las Unicas cuatro secuencias mitocondriales completas publicadas de in-
dividuos con la mutacion A3243G.

DISCUSION

El sindrome MELAS es una de las enfermedades mitocondria-
les mas comunes en la edad adulta, pero no es muy frecuente
que se pueda diagnosticar en la edad pediétrica. La edad de ini-
cio en estapaciente fue alos 12 afios, al igual que otros casos en
los que comenzd a manifestarse la sintomatol ogia antes de esa
edad [15,21,22]. Los sintomas iniciaes fueron epilepsia, crisis
convulsivas y accidente cerebrovascular a la edad de 10 afios.
La sospecha de padecimiento de MELAS se planted antes de
los 12 afios, mucho antes que lamayoria de casos descritosen la
bibliografia en los que suele aparecer entrelos 20 y 1os 40 afios.
Aunque la evolucion de este sindrome es muy variable, nuestro
paciente present6 durante la evolucion de la enfermedad cefa-
leas, deterioro mental y elevacion del lactato, que son algunos
de los criterios que definen el sindrome. La neurcimagen fue
demostrativa de accidente cerebrovascular con una evolucion se-
mejante a otros casos publicados [23].

Una de las caracteristicas de MELAS es la presencia de fi-
bras rojas rasgadas, aungue en fases tempranas de la enfermedad
solamente suelen encontrarse agregados subsarcolémicos. El pa
ciente mostro la presencia de ambas cosas en una biopsia mus-
cular. Sin embargo, el estudio bioquimico no revel 6 alteraciones
de las actividades de |a cadena respiratoria.

El estudio genético molecular puso de manifiesto la presen-
cia de la mutacion A3243G en el gen ARNt-*(UR) del ADNmt
en forma heteroplasmica en una proporcion del 31%. Este por-
centgje de moléculas mutadas es relativamente bajo, si bien el
andlisis serealiz6 en unamuestrade sangrey no en otrostejidos
mas afectados donde cabria esperar porcentajes més atos de la
mutacion [16,17]. La mutacion se encuentra también presente
en los distintos miembros de lafamilia rel acionados por viama-
terna en diferente porcentgje de heteroplasmia; es mayor en la
paciente. Como puede apreciarse, la madre solamente presenta
aproximadamente un 1% de moléculas de ADNmt mutadas, 10
gue da una idea de que esta mutacion es de reciente aparicion.
Como es frecuente, €l porcentaje de la mutacion aumentaen la
siguiente generacion [24,25].

La mutacion en la posicion 3243 causa fundamentalmente
el sindrome MELAS, pero més de la mitad de las veces esta
mutacién se encuentra asociada a otros fenotipos que pueden ir
desde suaves amuy graves [26]. Otros factores genéticos nuclea
res, mitocondriales o incluso ambientales pueden actuar como
modificadores del fenotipo, pero no se conocen todavia.

El ADNmt de estudio corresponde a una paciente mexicana
que, tras la secuenciacion completa de su ADN, mostré una se-
rie de polimorfismos, algunos no descritos anteriormente (Te-
bla), que permitieron determinar que pertenecia ala variante mi-
tocondrial correspondiente a haplogrupo B2, caracteristico de
habitantes nativos americanos.

La secuencia del ADNmt de nuestra paciente contiene dos
mutaciones privadas que provocan e reemplazo del amino-
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Tabla. Mutaciones y polimorfismos encontrados en el ADN mitocondrial
(ADNmt) objeto de estudio. La secuencia del ADNmt de la paciente se com-
paré con la de referencia de Cambridge y su revision posterior [19,20].

Posicién en Locus Descripcion
el ADNmt
A73G DLoop Polimorfismo descrito
T146C DLoop Polimorfismo descrito
T152C DLoop Polimorfismo descrito
A263G DLoop Polimorfismo descrito
309CCins DLoop Polimorfismo descrito
A750G MTRNR1 Polimorfismo descrito
A827G MTRNR1 Polimorfismo descrito
Al1438G MTRNR1 Polimorfismo descrito
A2706G MTRNR2 Polimorfismo descrito
A3243G MTTL1 Mutacion patoldgica
A3547G MTND1 Polimorfismo descrito
T4755C MTND2 Polimorfismo descrito
A4769G MTND2 Polimorfismo descrito
G4820A MTND2 Polimorfismo descrito
T4977C MTND2 Polimorfismo descrito
C6473T MTCO1 Polimorfismo descrito
C7028T MTCO1 Polimorfismo descrito
AT7241G MTCO1 Polimorfismo descrito
A7746G MTCO2 Polimorfismo privado N54S
8281 del9bp MTNC7 Polimorfismo descrito
A8860G MTATP6 Polimorfismo descrito
T9682C MTCO3 Polimorfismo descrito
Cc9761T MTCO3 Pglimgrﬁsmo privado
sinénimo
T9950C MTCO3 Polimorfismo descrito
cr7T MTND4 Polimorfismo descrito
G11719A MTND4 Polimorfismo descrito
G13590A MTND5 Polimorfismo descrito
A13661G MTND5 Polimorfismo privado N442S
A15326G MTCYB Polimorfismo descrito
C15535T MTCYB Polimorfismo descrito
A16182C DLoop Polimorfismo descrito
A16183C DLoop Polimorfismo descrito
T16189C DLoop Polimorfismo descrito
T16217C DLoop Polimorfismo descrito
T16295T DLoop Polimorfismo descrito
T16519C DLoop Polimorfismo descrito

REV NEUROL 2007; 44 (1): 18-22



acido. Como se ha demostrado, las mutaciones privadas pueden
alterar la penetrancia de las mutaciones patol 6gicas [27]. En es-
te sentido se ha observado que la transicion A12300G en €
ARNt-®UUN actiia como una mutaci 6n supresora paralaA3243G
[26]. Porcentajes mayores del 98% de la mutacion A3243G pro-
vocan unalesion general de lafuncion respiratoriay una ausen-
ciacas completade lasintesis de proteinas mitocondriales. Sin
embargo, niveles tan bajos como el 10% de la mutacion supre-
sora son capaces de revertir completamente el fenotipo [28].
Conviene recordar que estos niveles facilmente pasan desaper-
cibidos en | os estudios de secuenciacion.

A pesar de que no se ha encontrado ninguna asociacién en-
tre los haplogrupos mitocondriales de Eurasia occidental y los
fenotipos de pacientes con la mutacion A3243G [8-10], cabria
la posibilidad de que otros haplogrupos si mostraran esta aso-
ciacion. De hecho, un informe reciente ha encontrado que la
frecuenciade la delecion de nueve pares de bases (del9bp) en la
region intergénica COI I/ARNE™S en sujetos taiwaneses es del 21%,
pero su frecuencia entre los probandos de familias con sindro-
me MELAS esdel 39% [29]. Ademés, el polimorfismo T16189C

MELAS EN HAPLOGRUPO B2

se presenta con una frecuencia del 44% en pacientes con lamu-
tacion A3243G, pero solo del 15% en la poblacion normal [30].
De manera interesante, la delecion del9bp y € polimorfismo
T16189C definen € haplogrupo mitocondrial B, €l mismo a
cual pertenece nuestra paciente, que presenta un sindrome ME-
LAS con un fondo genético mitocondrial nativo americano. Los
polimorfismos nuevos no descritos no parecen conferir ninguna
modificacion fenotipica en un sindrome de MELAS. A pesar de
ello, constituye la primera vez que se describe un caso de ME-
LAS que presenta la mutacion A3243G perteneciente al haplo-
grupo B2.

Todos estos resultados remarcan la importancia de obtener
secuencias mitocondriales completas para intentar desenmara-
fiar las complejidades de la diversidad fenotipica asociada a la
mutacion A3243G. Las cinco secuencias actualmente disponi-
bles son a todas luces insuficientes para progresar en esta area.
Por otra parte, se debe remarcar también la gran variacion feno-
tipica dentro de un mismo pedigri. Asi, es muy probable que la
variacion genética nuclear tenga un efecto importante en la di-
versidad fenotipica[31,32].
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MITOCHONDRIAL ENCEPHALOMYOPATHY, LACTIC ACIDOSISAND STROKE-LIKE EPISODES (MELAS)
WITH THE A3243G MUTATION OF THE tRNAL®(UUR) GENE OF mtDNA IN NATIVE AMERICAN HAPLOGROUP B2

Summary. Introduction. Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and cerebrovascular accident syndrome (MELAS) is,
from the clinical point of view, one of the best studied mitochondrial multisistemic disorders. This disease has mainly been
associated to the mitochondrial DNA (mtDNA) mutation A3243G located in the tRNAS®(UYUR gene Although a relation
between European haplogroups and the presence of the 3243 mutation has not been described, nothing is known about the
presence of this mutation in native American haplogroups. Case report. A 12 year-old female Mexican patient diagnosed with
MELAS s reported. Besides neurological, biochemical and cytological examination, we also analyzed the particular mtDNA
mutations related to MELAS and the whole genome was sequenced to determine the mitochondrial haplogroup. The A3243G
mutation was detected in the patient and maternal relatives (mother and sibblings, all of them asymthomatic). The genotype
corresponds to the native American haplogroup B2 and contains two private non-synonymous polymorfisms. Conclusion. All
the members of the family studied present different percentage of the A3243G mutation, being the patient who presented the
highest value. The mtDNA genotype corresponds to the native American haplogroup B2 and the private polymor phisms do not
confer any phenotypic modification in MELAS syndrome. [REV NEUROL 2007; 44: 18-22]

Key words. A3243G mutation. Mitochondrial diseases. Mitochondrial DNA. Mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis and
cerebrovascular accident syndrome (MELAS).
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