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Heteroplasmia de la mutacion del ADN
mitocondrial m.3243A>G en la diabetes y
sordera de herencia materna

LUIS RODRIGO CATALDO'“*, PABLO OLMOS!,
SUSAN VALERIE SMALLEY'®, ALBERTO DIiEZ'<, ALEJANDRA PARADA'4,
ROGER GEJMAN?, RICARDO FADIC?, JOSE LUIS SANTOS'<

Mitochondrial DNA heteroplasmy of the
m.3243A>G mutation in maternally
inherited diabetes and deafness

Maternally Inherited Diabetes and Deafness (MIDD) is caused by mutations
in mitochondrial DNA (mtDNA), mainly m.3243A>G. Severity, onset and clinical
phenotype of MIDD patients are partially determined by the proportion of mutant
mitochondrial DNA copies in each cell and tissue (heteroplasmy). The identification
of MIDD allows a correct treatment with insulin avoiding drugs that may interfere
with mitochondrial electron chain transport. We estimated the degree of heteroplasmy
of the mutation m.3243A>G from blood, saliva, hair root and a muscle biopsy using
quantitative PCR (qPCR) in a female adult patient. For this purpose, PCR products
were inserted in a vector creating plasmids with 3243A or G. Mutant and wild-type
vectors were mixed in different proportions to create a calibration curve used to in-
terpolate heteroplasmy percentages with qPCR threshold cycles. The proportions of
m.3243A>G heteroplasmy were 62% (muscle), 14% (saliva), 6% (blood leukocytes)
and 3% in hair root. Quantitative analysis of heteroplasmy showed marked varia-
tions in different tissues (highest in muscle and lowest in blood). Given the relatively
high heteroplasmy found in saliva, this type of biological sample may represent an
adequate non-invasive way for assessing the presence of m.3243A>G mutations in
epidemiologic studies.

(Rev Med Chile 2013; 141: 305-312).
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personas en el mundo (http://www.who.

int). La mayoria corresponde a pacientes
con diabetes tipo 2, mientras que alrededor de
5% estan diagnosticados como diabetes tipo 1.
Un bajo porcentaje (1-2%) corresponde a formas
conocidas de diabetes monogénica, entre las que
se encuentran defectos del ADN mitocondrial
(mtDNA)'. En 1992, se describi6 una enfermedad
llamada MIDD (“Maternally Inherited Diabetes
and Deafness”; MIM ID#520000) en diabéticos
con pérdida de audicién de tipo neurosensorial
causadas por la mutacién m.3243A>G. Aunque

l a diabetes afecta a mdas de 285 millones de

esta mutacion es la causa mas frecuente de MIDD
conocida hasta el momento, otras investigaciones
han encontrado diferentes mutaciones del mtDNA
que también se asocian a esta enfermedad**.

La mutacién m.3243A>G se ubica en el gen
MT-TL1 que codifica para uno de los dos ARN
de transferencia (tRNA) para la leucina existentes
en el mtDNA (anticodéon UUR; http://mamit-
trna.u-strasbg.fr/)*. Esta mutacién promueve
una modificacién en la estructura del tRNA que
impide la correcta traduccién en el mitoribosoma
y la consiguiente alteracion de los componentes
de la cadena transportadora de electrones codifi-
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cados en el ADN mitocondrial®®. En este sentido,
la sintesis de ATP a partir de glucosa es un paso
esencial para la secrecién de insulina, dado que
actia bloqueando el canal de potasio dependiente
de ATP, despolarizando la membrana plasmatica,
y permitiendo la entrada de calcio y la posterior
liberacion de la insulina en la célula B-pancredtica’.
Por tanto, una alteracién en la cadena transpor-
tadora de electrones debido a una mutacién en
MT-TL1 explicaria el defecto de secreciéon de
insulina caracteristico de MIDD?. Por otro lado,
una menor produccién de ATP en las células de
la estria marginal del oido interno, explicaria la
hipoacusia neurosensorial’.

El mtDNA humano (NC_012920) codifica un
total de 37 genes: 2 ARN ribosomales, 22 ARN
de transferencia y 13 polipéptidos, siendo todos
ellos parte de la cadena respiratoria. Existen dos
caracteristicas importantes del mtDNA que le
distinguen del ADN nuclear, estas son la poliplas-
miay la heteroplasmia'. La poliplasmia se refiere
a la existencia de multiples copias de mtDNA,
mientras que la heteroplasmia se refiere a la di-
ferente proporcién de genomas mitocondriales
mutados que se presentan en cada célula, tejido
o paciente'’. En relacién a mutaciones patogéni-
cas, se ha propuesto que la localizacion tisular de
mutaciones que superan cierto umbral en el grado
de heteroplasmia, pueden afectar la severidad y la
presentacion clinica de la enfermedad®.

El objetivo de este trabajo es evaluar el grado
de heteroplasmia de la mutacién m.3243A>G en
diferentes tejidos obtenidos de una paciente afec-
tada con MIDD (sangre, raiz de pelo, musculo y
saliva) y evaluar su utilidad diagnéstica.

Pacientes, Materiales y Métodos

Evaluacion del caso clinico

El caso indice es una mujer nacida en 1954 y
diagnosticada con diabetes a la edad de 40 afos. La
familia de la paciente presenta una agregacién in-
usual de diabetes y sordera compatible con heren-
cia materna; diagnosticada en tres hermanos y en
sumadre. Los antecedentes clinicos, el tratamiento
y la evolucién de MIDD en esta paciente fueron
recientemente reportados por nuestro grupo®. El
estudio fue aprobado por el comité de ética de la
Escuela de Medicina de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile.
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Obtencion de muestras bioldgicas y extraccion
de ADN

El ADN se extrajo desde muestras de saliva
no-estimulada (Oragene kits; http://www.dna-
genotek.com), raices de pelo mediante la resina
Chelex-100", leucocitos de sangre y biopsia de
tejido muscular del antebrazo (Wizard Genomic
ADN Purification Kit; Promega). La cuantificaciéon
de ADN se realiz6 fluorimétricamente (Quant-it
kit, Qubit, Invitrogen). El tejido muscular fresco
se congeld en nitrégeno liquido mediante el uso
de isopentano en fase liquida, y se realizaron tin-
ciones de hematoxilina-eosina, tricrdmico modifi-
cado de Gomoriy métodos para NADH y ATPasa.

Identificacién de la mutacion m.3243A>G

Se buscaron, mediante la técnica de PCR-
RFLP, las mutaciones mds frecuentes asociadas
a MIDD en Latinoamérica'®: m.3243A>G,
m.1438A>G ym.1310C>T. Se detectd la presencia
de la mutacién m.3243A>G a través de la observa-
cién en un gel de agarosa de 3% del corte parcial
del producto de PCR (429 pb) con la enzima de
restricciéon Apal en dos fragmentos de 312y 117
pb. Se descarté la presencia de las mutaciones
1438A>Gy 1310C>T*".

Estimacion del grado de heteroplasmia
de la mutacion m.3243A>G

El célculo del grado de heteroplasmia se
realiz6 inicialmente evaluando la proporcién de
intensidad de las bandas en geles de agarosa del
producto de PCR digerido (banda 312 pb) versus
el total (bandas de 312 y 429 pb), a través del
programa IMAGE] (http://www.rsbweb.nih.gov/
ij). Para estimar de forma mads exacta el grado de
la heteroplasmia, implementamos una técnica de
cuantificacién basada en PCR de tiempo real™.
Para ello, los productos de PCR iniciales (429 pb)
fueron insertados en pldsmidos pGEM-T Easy
(Invitrogen, USA) y transformados en bacterias
competentes (E. coli, cepaJM109). Posteriormen-
te, se seleccionaron los clones plasmidiales que
poseian tinicamente, bien el alelo normal (3243A)
o el alelo mutado (3243G), lo que se confirmé
mediante secuenciaciéon (http://www.macrogen.
com). Ambos ADN plasmidiales fueron mezclados
en diferentes proporciones, desde 100% de 3243A
hasta 100% de 3243G. Para construir una curva
de calibracién, se utilizé un ensayo Tagman de
PCR de tiempo real con una pareja de partidores
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y dos sondas que reconocen la secuencia normal
(3243A) o la secuencia mutada (3243G) (10 min
950C, seguidos de 40 ciclos de 25 seg 92°C y 80
seg a 60°C; Eficiencia PCR = 1,8)". Las sondas de
cada alelo liberan una sefial especifica de fluores-
cencia, que es recogida en las longitudes de onda
de 535-555 nm (3243A) y 492-516 nm (3243G).
La interpolacién en la curva del ciclo umbral del
inicio de la fase exponencial y la relacién entre la
intensidad de ambas fluorescencias para la mezcla
50:50 (3243A:3243G) permiti6 calcular el porcen-
taje de heteroplasmia en las muestras problema®.
Los ensayos fueron realizados en un termociclador
Agilent Stratagene 3000XP.

Determinacién de haplogrupos de mtDNA
Se realiz6 la amplificacion de las regiones poli-
morficas del mtDNA que definen cuatro haplogru-

pos caracteristicos de las poblaciones amerindias
(A, B, Cy D) mediante PCR y corte con enzimas
de restriccion (RFLP)'.

Resultados

Se encontraron alteraciones en la biopsia
muscular del paciente tales como un aumento de
la variabilidad de los didmetros dado por la pre-
sencia de fibras levemente atrdficas, aumento de
ntcleos centrales y presencia de fibras con material
granular subsarcolemal de tincién baséfila con la
hematoxilina y tincién rojo/purpura tricrémica de
Gomori, mostrando reaccion intensa con NADH.
Se encontré un aumento moderado en la cantidad
de lipidos presentes en el sarcoplasma (Figura 1).

La Figura 2 muestra el PCR-RFLP de la muta-
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Figura 1. Microscopia de biopsia muscular de la paciente con MIDD. Corte transversal de tejido muscular mostrando dete-
rioro celular con distintas técnicas de tincién; a) presencia de fibras con cimulos de material basoéfilo subsarcolemal (flecha).
Hematoxilina-eosina, x 200; b) presencia de fibras con cimulos de material purpura subsarcolemal, denominadas fibras rojas
rasgadas (flecha). Tricrémico de Gomori, x 200; €) presencia de fibras con cimulos de material subsarcolemal que se tifie de
azul con NADH, denominadas fibras azules rasgadas (flecha) Tricrémico de Gomori, x 200; d) Microscopia electrénica de
transmisién mostrando aumento en el nUmero de mitocondrias subsarcolemales asociado a aumento en la variabilidad de sus

tamanos y presencia de gotas de lipidos.
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Figura 2. Deteccién de la mutacién
mt.3243A>G en diferentes tejidos de
una paciente con MIDD mediante PCR-
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RFLP y secuenciacién. a) Corte con la
enzima de restriccién Apal del producto
de PCR aplicado a distintos tejidos de
la paciente portadora de la mutacién
m.3243A>G, flechas indican las tres
bandas con distinto tamano e intensidad
de bandas obtenidas cuando hay alelo

Leucocitos

mutado en distinto grado. b) Secuen-

m.3243

ey

ciacion del mtDNA obtenido desde tejido
de sangre (leucocitos) y musculo en la
region que contiene la posiciéon mutada
m.3243 (flecha), mostrando distinta
intensidad del pico de fluorescencia para
alelo A (verde) o alelo G (negro) de acuer-

Musculo

do al grado de heteroplasmia.

ci6n m.3243A>G en las muestras provenientes de
sangre, saliva, raiz de pelo y biopsia muscular. Esta
mutacién genera un sitio de restricciéon, de manera
que cuando existe la mutacién en un porcentaje
del mtDNA, se generan dos fragmentos de 312 y
117 pb, aparte del producto de PCR original (429
pb). Tomado como base el cociente de intensidad
de bandas, la Figura 2 muestra que la biopsia de
musculo tiene un mayor grado de heteroplasmia
de m.3243A>G en relacion alos otros tejidos (51%
en musculo, 22% en saliva, 5% en leucocitos y 6%
en pelo). La secuenciacién del ADN procedente
de la biopsia muscular muestra una sefal para
3243G de mayor altura que el correspondiente
para A, lo que es concordante con el mayor grado
de heteroplasmia encontrado en el musculo en
comparacién con la sangre.

La Figura 3 muestra la secuencia de los clones
plasmidiales con 100% del alelo 3243A y 100% del
alelo 3243G. El grado de heteroplasmia calculado a
través de los ensayos de PCR de tiempo real indic
que el grado de heteroplasmia de m.3243A>G en
musculo (62%) fue muy superior al encontrado

308

en saliva (14%), leucocitos y sangre (6%) o raiz de
pelo (3%) (Figura 4). Se determiné una adecuada
concordancia entre la heteroplasmia determinada
mediante gPCR y la intensidad de bandas de PCR-
RFLP (coeficiente de concordancia de Lin = 0,95;
p < 0,0001). Por otro lado, el anélisis de mtDNA
reveld que la paciente poseia el haplogrupo D.

Discusiéon

Es importante conocer las caracteristicas clini-
cas propias de MIDD, dado que el diagndstico de
esta patologia tiene implicancias tanto en el conse-
jo genético como en el tratamiento. Los pacientes
con MIDD tienen tendencia a desarrollar niveles
de 4cido lactico en reposo elevados que pueden
aumentar de forma abrupta en situaciones de
estrés y agravarse con el tratamiento con metfor-
mina, dado que este medicamento parece inhibir
el complejo I de la cadena respiratoria mitocon-
drial’. Se han descrito otros firmacos con efectos
perjudiciales sobre la funcién mitocondrial como

Rev Med Chile 2013; 141: 305-312
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Figura 3. Plasmidos clonales de la mu-
tacién m.3243A>G. Corte con la enzima
de restriccién Apal del producto de PCR
aplicado a la paciente portadora de la
mutacion m.3243A>G y en plasmidos
clonales. La figura muestra el anélisis de
secuenciaciéon que confirmé la obtencion
de plasmidos clonales 100%A y 100%G

antibidticos (tetraciclinasy cloranfenicol) o antie-
pilépticos (valproato, fenitoina y fenobarbital)®.
La sintomatologia de MIDD a menudo no es
reconocida por los médicos, quienes deberian de
tener en cuenta esta posibilidad especialmente

Leucocitos Saliva

Musculo Raizde pelo

Fluorescencia en los ciclos de qPCR

—4&A— Sonda3243A —@— Sonda3243G

Figura 4. Ciclos umbrales en PCR cuantitativa (QPCR) para
diferentes grados de heteroplasmia. Ciclos umbrales obtenidos
en gPCR en muestras representativas de diferente grado de
heteroplasmia obtenidas mediante la mezcla de proporciones
variables de DNA plasmidial con el alelo 3243A y 3243G.

Rev Med Chile 2013; 141: 305-312

de la posicién m.3243.

en aquellos pacientes diabéticos con patrén de
transmisién por via materna. Los signos clinicos
en MIDD se presentan gradualmente y de una
forma similar a la diabetes tipo 2, aunque aproxi-
madamente 20% de los pacientes tienen un debut
abrupto que puede acompanarse de cetoacidosis’.
A diferencia de los pacientes con diabetes tipo
1, no presentan autoanticuerpos frente a células
B-pancredticas. En un alto porcentaje, MIDD se
presenta con hipoacusia neurosensorial variable,
pudiendo acompanarse de cardiomiopatia, desor-
denes neuromusculares y neuropsiquidtricos. Es
importante sefialar que la mutacién m.3243A>G
no solo se relaciona con MIDD, sino que también
tiene una estrecha relacion con MELAS (Mito-
chondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis,
and stroke-like episodes; MIM ID#540000). En este
sentido, se ha descrito que hasta 13% de portado-
res de m.3243A>G tienen una combinacién de
sintomas de MELAS y MIDD.

Aunque no existen datos de prevalencia de dia-
betes de origen mitocondrial en Chile, la frecuencia
de MIDD en diabéticos se ha estimado en una pro-
porcién no inferior al 1%. En un estudio en Brasil,
se calcul6 que la prevalencia de alguna de las 15
mutaciones mas frecuentes del mtDNA en diabéti-
cos tipo 2 no seleccionados fue de 2,45%, mientras
que la prevalencia en diabéticos con caracteristicas
sugerentes de MIDD fue de 36,8%". Mediante la
secuenciacién completa del ADN mitocondrial, se
ha descrito recientemente una alta frecuencia de la
mutacién diferente a m.3243A>G en pacientes con
caracteristicas de MIDD?. La prevalencia calculada
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en distintas poblaciones es muy variable, lo que
probablemente depende del criterio de inclusién de
los pacientes, su procedencia étnica, el origen de la
muestra bioldgica (saliva versus sangre) y del méto-
do analitico usado para la deteccién molecular'®#,
Segun los datos de la encuesta nacional de salud
2009-2010 (www.minsal.cl), el niimero estimado
de diabéticos tipo 2 en Chile, es de 1.200.000 (9,4%
de la poblacién mayor de 15 afios de edad), lo que
significaria que en Chile existen probablemente
entre 12.000 y 29.400 pacientes afectados con dia-
betes de origen mitocondrial.

Se han propuesto diferentes estrategias te-
rapéuticas en desérdenes mitocondriales tales
como la suplementacién con carnitina, coenzima
Q10, tiamina, succinato, folato, azul de metileno,
bezafibrato, arginina o resveratrol**. Debido
al reducido nuimero de casos existentes, estas
terapias han sido estudiadas en ensayos con bajo
poder estadistico y frecuentemente sin un grupo
control adecuado. Recientemente, se han incor-
porado nuevas posibilidades terapéuticas basadas
en la estimulacién de la biogénesis mitocondrial,
la regulacién de la fusién/fisién mitocondrial,
estrategias de cambio del nivel de heteroplasmia
y transferencia de RNA»%.

Existe gran variabilidad en el grado de hete-
roplasmia de la mutacién m.3243A>G entre los
tejidos de la paciente descrita en este trabajo: el
mads alto en musculo y el mas bajo en leucocitos en
sangre. Se ha descrito que la heteroplasmia podria
variar de acuerdo a la tasa de replicacién de cada
tejido” segin lo cual un tejido de rdpida division
como las células nucleadas de la sangre tienden a
reducir la proporcién de ADN mitocondrial mu-
tado con la edad, mientras que un tejido como el
musculo usualmente concentra mayores niveles
de heteroplasmia®. Adicionalmente, nos llamé
la atencién que la paciente presentd encaneci-
miento precoz desde la edad de 10 anos, lo que
podria relacionarse con observaciones previas
de alteraciones de la pigmentaciéon en enferme-
dades mitocondriales®. Dada la relacion entre
la produccion de radicales libres generada por la
mitocondria y la formacién de canas en el enve-
jecimiento®, quisimos averiguar si esta paciente
presentaba mayores valores de heteroplasmia en
la raiz de pelo blanco (cana) con respecto al pelo
negro. Con este proposito, tomamos ADN extrai-
do de raiz de ambos tipos de pelo, encontrando
que la heteroplasmia de la raiz de cana (20%) era
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notablemente mayor que la estimada en la raiz de
pelo negro (3%). Sin embargo, no ha sido posible
con los datos disponibles afirmar que las raices de
cana tienen un mayor grado de heteroplasmia de
m.3243A>G que las raices de pelo negro, dado las
diferencias encontradas podrian deberse a la gran
variabilidad en la heteroplasmia que se ha descrito
en raices de pelo®%.

En nuestra paciente, el grado de heteroplasmia
de m.3243A>G encontrado en sangre es bajo (6%).
Es necesario tomar en consideracidon este hecho,
dado que en estudios epidemioldgicos previos, la
prevalencia de MIDD puede haber sido subestima-
da, dado que las técnicas de andlisis frecuentemen-
te no poseen la suficiente sensibilidad para detectar
mutaciones con bajo nivel de heteroplasmia. Por
otro lado, la saliva ofrece ADN en cantidad y cali-
dad aceptable, de facil accesibilidad y que presenta,
segun hemos mostrado en este trabajo, un grado
de heteroplasmia de la mutacién m.3243A>G
relativamente alto (14%), con valores que tam-
bién han sido encontrados en otros estudios®*.
Con respecto a la técnica molecular utilizada, la
deteccion basada en qPCR presenta una adecua-
da sensibilidad, exactitud, rapidez, en relacién a
PCR-RFLP en geles o PCR-RFLP de fluorescencia
de ultimo ciclo®. Recientemente, se ha descrito la
aplicacién de técnicas de secuenciacién masiva-
paralela que podrian incrementar en forma notoria
la capacidad de deteccién de mutaciones y su grado
de heteroplasmia®. Por otro lado, nuestra paciente
portadora de la mutacién m.3243A>G presentd
un haplogrupo mitocondrial D, que se ha descrito
como de origen amerindio. De forma interesante,
este mismo haplogrupo fue identificado en otros
pacientes chilenos con mutaciones en el mtDNA
causantes de neuropatia 6ptica de Leber (MIM
ID #535000).

En conclusidn, la identificacién de la mutacion
m.3243A>G en una paciente chilena permiti6
diagnosticar genéticamente la presencia de MIDD,
lo que llevé a una terapia apropiada para su diabe-
tes. El uso de mtDNA de saliva para la deteccién
de esta mutacién parece ser adecuado, dado el
mayor grado de heteroplasmia que ha presentado
en relacion al encontrado en leucocitos y su menor
grado de invasividad con respecto a la biopsia
muscular. Por otro lado, es recomendable el uso
de PCR cuantitativa en la estimacién del grado
de heteroplasmia de las mutaciones conocidas del
ADN mitocondrial.

Rev Med Chile 2013; 141: 305-312
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