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1. Introducció 
1.1 La Mitocòndria 

Les mitocòndries són orgànuls intracel·lulars d�unes 0,5 a 1 micres presents en 

el citoplasma de les cèl·lules eucariotes. Estàn formades per una doble membrana que 

defineix dos espais, l�espai intermembrana, comprès entre les dues membranes, i la 

matriu mitocondrial interna, on hi ha el DNA mitocondrial (mtDNA) i totes les proteïnes 

necessàries per la seva replicació i transcripció, a més a més dels ribozomes i altres 

enzims que participen en altres processos metabòlics com el cicle de Krebs o la β�

oxidació. La membrana externa és permeable a petites molècules (<10 Kda), i la 

interna és relativament impermeable, tot i que permet lliurement el pas de l�oxigen i el 

diòxid de carboni, i és capaç de mantenir un equilibri en el gradient de protons, 

essencial per la síntesi d�àcid adenosintrifosfat (ATP).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les etapes finals d�aquesta generació d�energia es donen mitjançant el sistema 

de fosforilació oxidativa (OXPHOS), format per cinc complexos multienzimàtics 

(Complex I-V), localitzats a la membrana mitocondrial interna.  

Una de les característiques més peculiars de les mitocòndries és que 

posseeixen un sistema genètic propi, amb tota la maquinària necessària per la seva 

expressió en proteïnes funcionals, fet que les hi confereix un alt grau d'autonomia tant 

genètica com metabòlica. Malgrat això, són altament dependents d'un gran número de 

proteïnes codificades en el nucli, tant per la formació de l�orgànul com per l'expressió 

del seu genoma.  

 
1.2 El DNA mitocondrial  

Tot i tenir un número molt reduït de gens, el sistema genètic mitocondrial és 

indispensable per a la vida ja que codifica per 13 proteïnes integrants dels complexos 

de la cadena respiratòria. Les cèl·lules humanes contenen de 1000 a 10000 còpies de 

mtDNA, dependent dels teixits. 

També intervenen en la 

biosíntesi d'altres components 

cel·lulars: pirimidines, fosfolípids, 

nucleòtids, àcid fòlic, hemo, urea una 

gran varietat de metabòlits (Attardi i 

col., 1988). Així, la funció principal de 

les mitocòndries és l�oxidació de 

substrats energètics (metabolisme 

oxidatiu), amb la finalitat de produir 

energia en forma d�ATP.  
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Fig. 1: Imatge d�una mitocòndria per microscòpia 
electrònica 
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El mtDNA humà és una molècula duplohelicoïdal circular tancada de 16569 

parelles de bases (bp), caracteritzada per presentar una organització genètica 

extremadament compacta, pràcticament saturada de gens (Anderson, 1981) (figura 2). 

Les dues cadenes posseeixen diferent densitat degut a la seva composició de bases 

nitrogenades. Així, tenim la cadena H (pesada), rica en guanines i citocines, i la 

cadena L (lleugera), pobre en dites bases.  

El mtDNA conté informació per a 37 gens: A la cadena H hi ha els gens que 

codifiquen pels 2 rRNAs, 14 tRNAs i 12 polipèptids, mentre que la cadena L conté 9 

gens que codifiquen per 8 tRNAs i 1 polipèptid (ND6). En total el mtDNA codifica 13 

polipèptids components de la cadena respiratòria: set subunitats del complex I (ND1, 

ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 i ND6); una del complex III (citocrom b); tres del complex 

IV (COXI, COXII, COXIII) i dues del complex V (ATPasa 6 i ATPasa 8). La resta de 

subunitats polipeptídiques que formen aquests complexos, juntament amb totes les 

subunitats del complex II, i totes les proteïnes reguladores del metabolisme del 

mtDNA, estàn codificades pel genoma nuclear. Totes elles es tradueixen en el 

citoplasma i són importades a la mitocòndria mitjançant translocases localitzades a les 

membranes mitocondrials (Hermann i col., 2000). 

 
Fig. 2: Mapa Genètic i de Transcripció del mtDNA humà (modificació de Montoya i col., 1981). Els dos 

cercles interiors representen les dues cadenes del mtDNA amb els gens que codifiquen: RNA ribosòmics 

(12S i 16S), RNAs de transferència, assenyalats amb l�abreviatura de l�aminoàcid específic que els hi 

correspon, i seqüències codificadores de proteïnes (en cel). 

Les posicions dels productes de transcripció estàn indicades en verd (rRNAs i el seu precursor), i 

en blau (poli(A)-RNAs). Les dels productes de la cadena lleugera s�indiquen en rosa. Les fletxes 

assenyalen la direcció de la transcripció de la cadena H, en sentit contrari a les agulles del rellotge, i de la 

cadena L, en el sentit de les agulles del rellotge. IH1, IH2 i IL, indiquen els llocs de iniciació de la cadena 

pesada i lleugera, respectivament. Les fletxes a la dreta de OH i a sota de OL, indiquen la direcció de 

síntesi de les cadenes pesada i lleugera, respectivament. 
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Cal dir que en el mtDNA hi ha una tercera cadena de RNA, coneguda com a 7S 

DNA, compresa entre l�origen de replicació de la cadena H i el nucleòtid 16106, 

conferint una estructura de triple cadena coneguda com a D-Loop (Doda i col. , 1981). 

Tot i que la seva funció no ha estat clarament descrita, està ampliament acceptat que 

deu jugar un paper crucial en l�inici de la replicació  (Doda i col. , 1981). 

Cap gen mitocondrial té introns. A la cadena pesada els gens es disposen un 

rera l'altre, sense trams no codificants intermitjos. A més a més, la major part de gens 

codificants de proteïnes no tenen codó de terminació. Aquests presenten una T o TA 

just després del darrer codó amb sentit i aquestes bases precedeixen a l�extrem 5' del 

gen adjacent. En aquests casos el codó de terminació es forma per poliadenilació de  

l�extrem 3' (Montoya i col., 1981).  

Una altra singularitat de l'organització genètica del mtDNA és la distribució dels 

gens dels tRNAs. A la cadena pesada se situen separant els gens dels rRNAs i els 

codificants per proteïnes. Aquesta disposició és molt important pel processament del 

RNA missatger (mRNA) durant la transcripció. 

L�única zona del mtDNA humà que no codifica cap gen és un petit fragment de 

1122 nucleòtids, localitzada entre els gens del tRNAPro i el tRNAPhe, i que conté l�origen 

de replicació de la cadena H, els promotors de transcripció de les dues cadenes, així 

com el D-loop, degut a això se l�anomena la regió de control. En aquesta regió també 

hi ha tres caixes de seqüències altament conservades  (CSBs I, II i III), que es pensa 

que tenen un paper important en el control de la replicació (Chang i Clayton, 1985, 

Chang i col., 1985) (figura 3). 

 

 
 
 
 
Fig. 3:  Representació esquemàtica de la regió no-codificant del mtDNA humà. Conté els promotors de la  

cadena pesada (H1 i H2), el promotor de la cadena lleugera (L), el lloc de iniciació de la replicació de la 

cadena pesada (OH representa el lloc principal de iniciació, a la posició 191), el D-loop i les tres caixes de  

seqüències conservades CSB I, CSB II i CSB III.   

 
1.2.1 Replicació del mtDNA humà 

En els últims 20 anys el model unidireccional asimètric de replicació proposat 

per Clayton ha estat ampliament acceptat (Clayton, 2000). Però estudis recents han 

qüestionat aquest model (Holt i col. 2000; Yang i col. 2002).  Descriurem en detall el 
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model asimètric, per a posteriorment incloure un comentari sobre els treballs de Holt i 

col·laboradors i de Yang i col·laboradors. 

 

1.2.1.1 Model unidireccional asimètric 
El model requereix dos origens de replicació diferents, un per la cadena pesada 

(OH), localitzat al D-loop, i l�altre per la cadena lleugera (OL), situat entre els gens dels 

tRNACys i tRNAAsn, a dos terços de la longitud total del genoma respecte a OH. La 

cadena pesada filla es va sintetitzant unidireccionalment a partir del D-loop, i alhora va 

desplaçant la cadena pesada motllo, fins que deixa al descobert l�origen de replicació 

de la cadena lleugera. Tot seguit es van prolongant les dues cadenes filles de mtDNA 

en sentits oposats fins a la seva separació final (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4: Model Asimètric de Replicació. Les línies continues gruixudes representen les cadenes H parentals 

i les línies continues fines les cadenes L parentals. Les línies discontínues gruixudes representen les 

cadenes filles H, i les línies discontínues fines les cadenes L filles. OH i OL: orígens de síntesi de les 

cadenes H i L, respectivament. (a): mtDNA tancat amb el D-loop. (b): Intermediari de la replicació en el 

qual la síntesi de la cadena H continua passat el D-loop. (c) i (d): intermediaris de la replicació on OL ha 

estat exposat, permetent que comenci i continui la síntesi de la cadena L. (e1) i (e2): molècules filles, 

ambdues acabades en cicles tancats (f), que són convertides en mtDNA superhelical (g)  mitjançant un 

procés de torsió que comprèn aproximadament unes 100 torsions negatives superhelicals. (Obtingut de 

Clayton, 1982).       

 
La iniciació de la cadena H requereix la síntesi d�un iniciador de RNA, originat 

per processament d�un RNA trànscript a partir del promotor de la transcripció de la 

cadena L (LSP), començant el lloc de transcripció a la posició 407 (Chang i Clayton, 

1985). Aquest RNA iniciador es troba formant un híbrid estable de cadena triple de 

RNA-DNA, anomenat R-loop (Lee i Clayton, 1996; Lee i Clayton, 1997). Aquesta 

estructura (figura 5) consisteix en les dues cadenes parentals de DNA i l�oligonucleòtid 
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de RNA. La formació de dita estructura requereix la presència dels elements CSB II i 

CSB I (Scheffler, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 5: Representació esquemàtica de la iniciació de la replicació de la cadena H a partir de l�iniciador de 

RNA. a i b) La RNA polimerasa i factors generen un trànscript de RNA. b) Aquest trànscript és tallat per la 

RNasa MRP, deixant un curt fragment de RNA estretament unit al DNA, creant-se el R-loop. d) Aquest  

RNA serveix com a iniciador per la síntesi de DNA. (Modificat de Scheffler, 1999). 

 

En humans la transició RNA-DNA succeeix en diferents punts entre les 

posicions 100 i 320 del mtDNA, però la majoria dels DNA naixents comencen a la 

posició 191 (Chang i Clayton, 1985; Kang i col. 1997). Per proporcionar-se aquest 

iniciador, el trànscript de RNA iniciat al promotor de la cadena L és processat per 

l�endoribonucleasa mitocondrial RNasa MRP. Aquest enzim només talla estructures en 

triple hèlix, i també s�ha vist que necessita la caixa CSB I (Clayton, 2000). 

En vertebrats només hi ha una DNA polimerasa que sintetitza mtDNA, 

anomenada DNA polimerasa γ (pol γ), que es diferencia d�altres DNA polimerases per 

diversos criteris químics, com són elevada activitat de síntesi de DNA emprant motllos 

de RNA in vitro, inhibició per N-etilmaleimida i dideoxinucleòsids trifosfats, resistència 

a la afidicolina i estimulació per sal. Pol γ te funció 3�-5� exonucleasa que li aporta una 

elevada fidelitat (Kunkel, 1985; Wernette i col., 1988), fet que contrasta amb l�elevada 

taxa de mutació observada en el mtDNA. Pol γ és un heterodímer format per una 

subunitat catalítica (125-140 kDa) responsable tant de l�activitat polimerasa com de 

l�activitat exonucleasa, i una subunitat més petita (35-40 kDa) de la qual no es coneix 

la funció, però degut a que presenta similaritats estructurals amb aminoacil-tRNA 

sintetases s�ha suggerit que podria tenir una funció de reconeixement d�oligonucleòtids 

semblants a tRNAs (Fan i col. , 1999). 
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1.2.1.2 Model alternatiu de replicació 
El primer treball que va començar a qüestionar el model asimètric aparegué 

l�any 2000. Emprant gels d�agarosa bidimensionals, els autors descrigueren 

l�existència de dos intermediaris de replicació (RIs) en el mtDNA de cèl·lules humanes i 

de ratolí (Holt i col., 2000). Alguns d�aquests RIs no eren sensibles a l�acció de la 

nucleasa S1, que degrada DNA de cadena sencilla, fet que contradeia el model 

clàssic. Trobaren fortes evidències de presència de RIs de doble cadena, suggestius 

d�un mecanisme de replicació de cadena conductora i retardada, anàleg al que es 

dóna al DNA nuclear amb els fragments d�Okazaki. Els autors proposaren que ambdós 

mecanismes coexisteixen, i que el model asimètric predominava en condicions basals, 

mentres que el simètric s�activava en situacions d�estrés en les quals el mtDNA 

necessita replicar-se més d�una vegada per cicle cel·lular, per exemple després de 

patir deplecció per exposició a bromur d�etidi o a dideoxicitidina. 

Recentment, el mateix grup ha anat encara més enllà al concloure que els RIs 

de cadena sencilla prèviament observats eren atribuïbles a un artefacte, degut a la 

presència de RNasa H a la preparació de mitocòndries (Yang i col., 2002). D�acord 

amb aquest estudi, la RNasa H degrada el RNA component de les regions híbrides de 

RNA:DNA, conegudes en el mtDNA (Grossman, 1973), provocant una mala 

interpretació d�aquestes cadenes degradades com a RIs de cadena sencilla. Quan 

analitzaren els intermediaris de la replicació del mtDNA preparats a partir de 

mitocòndries purificades en gradient de sucrosa, comprovaren que tots eren doble 

cadena. Aquest fet va portar als autors a concloure que la replicació del mtDNA 

segueix bàsicament o exclusiva el model simètric de cadena conductora i retardada.  

Tot i que encara és una mica aventurat abandonar el model clàssic de Clayton, 

sembla evident que els treballs de Holt i col·laboradors han fet trontollar un dels 

paradigmes clàssics de la genètica mitocondrial, i fins i tot han demostrat, almenys 

parcialment, l�existència del model simètric de replicació. 

 

1.2.2 Transcripció del mtDNA 
La transcripció del mtDNA també difereix de la transcripció de gens nuclears. 

En tots els mamífers, quan el mtDNA comença a transcriure�s, les dues cadenes ho 

fan completament (Aloni i Attardi, 1971a i 1971b; Murphy i Attardi, 1975). La cadena L 

es transcriu tres vegades més ràpid que la cadena H (Cantatore i Attardi, 1980), tot i 

que els seus productes de transcripció tenen una vida molt més curta que no els de la 

cadena H.  

La cromatografia d�oligo (dT)-cel·lulosa separa els mtRNAs en dues fraccions: 

poliadenilats i no-poliadenilats. Els RNAs mitocondrials (mtRNAs) no-poliadenilats 
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corresponen als dos RNAs ribosomals (12S i 16S) i als 22 tRNAs. Fent electroforesis 

CH3HgOH-denaturalitzant amb la fracció poliadenilada s�identifiquen 18 espècies de 

mtRNAs. Aquests contenen una cua de poli-A d�aproximadament uns 55 nucleòtids al 

seu extrem 3� (Montoya i col., 1981). Aquestes cues de poli-A són més curtes que les 

observades en els mRNAs citoplasmàtics i s�afegeixen al mRNA després de la 

transcripció. Per convenció, a cada espècie li assignen un número d�acord amb el seu 

pes molecular. Els més grans (1, 2 i 3) i el més petit (18), són codificats per la cadena 

L. La resta són codificats per la cadena H.  

En humans hi ha tres llocs d�inici de la transcripció, dos a la cadena H (H1 i H2), 

i un a la cadena L (figura 2). H1 està situat al començament del gen del tRNAPhe, i H2 

està localitzat just abans del gen del rRNA 12S (Montoya i col., 1982; Chomyn i Attardi, 

1992). L�únic lloc de iniciació de la cadena L es localitza a la posició 407, a la regió de 

control. Ambdós trànscripts de la cadena H es solapen a la regió dels rRNAs (Montoya 

i col., 1983). A partir de H2 es genera una molècula policistrònica gegant que permet la 

transcripció de tota la cadena H, mentres que a partir de H1 tan sols es transcriu la 

regió que conté els RNAs 12S i 16S, els quals es sintetitzen amb molta més proporció 

que la resta de mRNAs (entre 20 i 50 vegades més). 

 La transcripció de la cadena L segueix el mateix patró que H2. En aquest cas 

es genera una única molècula policistrònica que cubreix tota la cadena L, a partir d�un 

únic lloc de iniciació.  

El processament dels trànscripts policistrònics primaris es produeix mitjançant 

talls endonucleotídics precisos just davant i després de les seqüències dels tRNAs 

(Montoya i col., 1983; Ojala i col., 1981). El processament té lloc en les molècules 

naixents de RNA unides encara al motllo. Les seqüències de tRNAs van adquirint la 

configuració en forma de fulla de trèvol mentres formen part de la cadena de RNA en 

creixement, i serveixen com a senyals de reconeixement per als enzims de 

processament (Ojala i col., 1981; Montoya i col., 1981), que tallen en els extrems 5� i 3� 

dels tRNAs amb extraordinària precisió (Manam i Van Tuyle, 1987). El tall a l�extrem 5� 

és anterior al de 3�. No es coneix la endonucleasa que talla a 3�, en canvi en cèl·lules 

Hela es va descriure una activitat RNasa P responsable del tall endonucleotídic dels 

tRNAs a 5� (Doersen i col., 1985; Puranam i Attardi, 2001). 

La diferència entre la quantitat de síntesi de rRNA i mRNA depèn de 

l�acabament de la transcripció a l�extrem 3� de la zona dels rRNAs, en els trànscrits 

originats a partir de H1. Aquesta es produeix per unió del factor d�acabament de la 

transcripció mitocondrial (mTERF) al tRNALeu, entre les posicions 3273 i 3249 (Kruse i 

col., 1989). MTERF és capaç de modular la seva activitat en funció de la demanda 

cel·lular de rRNAs, tRNAs o mRNAs mitocondrials. 
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Recentment, s�han fet avanços molt significatius en la identificació dels 

components de la maquinària transcripcional. La facció purificada de RNA polimerasa 

mitocondrial, coneguda com a h-mtRPOL (Tiranti i col., 1997) i el factor de transcripció 

TFAM (també conegut com a mtTFA. Veure Parisi i Clayton, 1991) s�ha vist que eren 

suficients per a activar la transcripció tant de la cadena H com de la L, in vitro (Dairaghi 

i col., 1995). Però a rel d�estudis infructuosos per a reproduir la transcripció del mtDNA 

humà amb les proteïnes recombinants h-mtRPOL i TFAM, es va pensar en la 

necessitat d�altres factors de transcripció. Falkenberg i col·laborados identificaren dos 

factors de transcripció, B1 (TFB1M) i B2 (TFB2M) necessaris per a la transcripció 

basal en mtDNA de mamífers (Falkenberg i col., 2002; Shoubridge, 2002).  

 

1.2.3 Traducció: Síntesi de proteïnes 
Els mRNAs mitocondrials es tradueixen en ribosomes específics situats a la 

matriu mitocondrial, que són codificats pels dos genomes de la cèl·lula. Així, els rRNAs 

mitocondrials 12S i 16S formen part de les subunitats ribosomals 28 i 39S 

respectivament, codificades en el nucli. 

El codi genètic mitocondrial presenta algunes diferències en la lectura dels 

codons respecte al codi genètic universal, tal i com es mostra a la taula següent: 

 Codi Universal Codi Mitocondrial Humà 
UGA STOP TRIPTOFEN 

AUA, AUU ISOLEUCINA METIONINA 
AGG, AGA ARGININA STOP 
 

Una altra peculiaritat del sistema genètic mitocondrial és que presenta un 

sistema de reconeixement de codons inusual, que permet la lectura del codi genètic 

amb només 22 tRNAs codificats en el mtDNA, enlloc dels 32 requerits d�acord amb la 

hipòtesi del balanceig de Crick. El sistema mitocondrial es basa en el reconeixement 

de les dues primeres bases del codó (Lagerkvist, 1978). Per 8 aminoàcids la tercera 

base no és discriminativa. Així, CUX és traduïda com a leucina, GUX com a valina, 

UCX com a serina, CCX com a prolina, ACX com a treonina, GCX com a alanina, CGX 

com a arginina i GGX com a glicina . Per cada un d�aquests aminoàcids només hi ha 

un tRNA. Per la resta d�aminoàcids, les dues primeres bases són discriminatòries, i 

depenent de si la tercera base és A-G o U-C, l�aminoàcid varia. Per exemple, AAU-

AAC són tots dos traduïts com a asparragina, i AAA-AAG com a lisina. També en 

aquest cas hi ha un tRNA per cada aminoàcid.  

El mtDNA humà només codifica un tRNAf-Met (el seu anticodó és CAU), i és 

l�únic tRNA per la metionina. De totes formes, tant els codons interns (AUG,AUA i 
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AUN) com els d�inici (UUG, GUG i GUU), poden ser reconeguts per aquest tRNA, 

sempre que s�assumeixi que tots els pèptids són iniciats amb formilmetionina. 

Tot i que s�ha aconseguit fer síntesi proteica mitocondrial en mitocòndries 

aïllades, encara no ha estat possible desenvolupar un sistema de traducció 

mitocondrial in vitro a partir d�extractes mitocondrials. En conseqüència, molts dels 

detalls de la síntesi proteica mitocondrial encara no es coneixen i només s�ha 

caracteritzat un número limitat de factors auxiliars involucrats en la iniciació i 

desenvolupament de la traducció en mamífers.  

 
1.3 Importació de proteïnes citosòliques 
 La gran majoria de proteïnes mitocondrials se sintetitzen en el citosol i són 

importades a la mitocòndria on són dirigides a la matriu, a l�espai intermembrana, o a 

les membranes interna o externa. Aquestes proteïnes solen tenir un extrem N-terminal 

que es talla durant l�import. Dits pèptids senyals no tenen motius reconeixibles en la 

seqüència aminoacídica, però tenen una càrrega positiva neta i poden formar hèlix-α 

ambifíliques (Hammen i Weiner, 1998). 

 Tant l�import de proteïnes a la matriu o a l�espai intermembrana com la inserció 

a la membrana interna requereixen potencial de membrana. Les proteïnes citosòliques 

abans de ser importades són desplegades per xaperones. Hi ha canals formats per 

complexos multiprotèïcs que s�encarreguen de la translocació de les cadenes 

polipeptídiques a través de la membrana. Aquests es coneixen com TIM i TOM, o 

translocases de la membrana interna i externa, respectivament (Schartz, 1998; 

Koehler i col., 1999). TIM i TOM són dos complexos físicament separats que poden 

interaccionar de forma dinàmica, com quan s�associen transitòriament per a formar un 

canal continu per la translocació de proteïnes solubles hidrofíliques fins a la matriu. Es 

creu que hi ha dos complexos TIM diferents: TIM22, que s�encarregaria de l�import i 

inserció a la membrana de proteïnes integrants d�aquesta, i TIM23, encarregat 

d�importar  proteïnes solubles a la matriu (Bauer i col., 2000). 

 
1.4 Genètica Mitocondrial 

La genètica del mtDNA presenta una sèrie de característiques que la 

diferencien de la del DNA nuclear (nDNA) i que cal tenir molt en compte a l�hora 

d�abordar el diagnòstic de malalties mitocondrials: 

 

1.4.1 Herència Materna: El mtDNA s'hereta per via materna. La petita quantitat de 

genoma mitocondrial contingut en l�espermatozou rarament entra a l�òvul, i quan ho fa 

és eliminat de forma activa. Així, una mare afecta podrà transmetre la malaltia a tota la 
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seva descendència, però només les seves filles la transmetràn a la següent generació. 

La quantitat de molècules que porti cada un dels seus òvuls pot ser molt variable, 

degut a un fenomen de restricció i amplificació conegut com a �Bottle-Neck� (coll 

d�ampolla). Aquest fenomen fa que el número de molècules de mtDNA que es 

transmet de mare a fill sigui molt petit (Chinnery, 2000). Per fer-se una idea, en vaca 

s'ha estimat que tan sols 5 molècules de mtDNA repoblen el mtDNA de la següent 

generació (Hauswirth i col., 1985). 

La concepció clàssica de la transmissió del mtDNA exclusivament via materna 

ha trontollat recentment amb l�aparició del primer cas d�herència paterna del mtDNA, 

descrita en un pacient amb intolerància a l�exercici deguda a una mutació restringida al 

múscul esquelètic. L�únic teixit afectat, el múscul,  havia heretat el mtDNA del pare, i la 

resta de teixits sans tenien el mtDNA de la mare (Schwartz i col., 2002). 

 

1.4.2. Poliplàsmia:  En cada cèl·lula hi ha centenars o milers de molècules de mtDNA, 

depenent dels seus requeriments energètics. 

 

1.4.3 Segregació mitòtica: La divisió de les mitocòndries i la replicació del mtDNA 

són processos independents del cicle cel·lular. Durant la divisió cel·lular, les 

mitocòndries es distribueixen a l�atzar entre les cèl·lules filles. Quan totes les cèl·lules 

d�un individu tenen el mateix mtDNA hi ha homoplàsmia. Si en una cèl·lula apareixen 

dues poblacions de mtDNA, normal i mutada, estem davant una situació 

d�heteroplàsmia. D�aquesta manera, amb la divisió cel·lular, el fenotip d�una línia 

germinal determinada pot variar i generar tres genotips diferents: homoplàsmics pel 

mtDNA normal, heteroplàsmics, i homoplàsmics pel mtDNA mutat (figura 6). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Fig.6: Representació gràfica de la segregació mitòtica. Una cèl·lula que porti dos genomes mitocondrials, 

salvatge i mutant, pot generar tres possibles fenotips. En negre es representa el mtDNA salvatge, i en 

vermell el mtDNA mutat. 

HOMOPLASMIC
100%WT

HETEROPLASMIC HOMOPLASMIC
100% MUTANT

HOMOPLASMIC
100%WT

HETEROPLASMIC HOMOPLASMIC
100% MUTANT

HOMOPLASMIC
100%WT

HETEROPLASMIC HOMOPLASMIC
100% MUTANT

HOMOPLASMIC
100%WT

HETEROPLASMIC HOMOPLASMIC
100% MUTANT



Introducció 

 11

1.4.4 Efecte umbral: El fenotip d�una cèl·lula amb heteroplàsmia dependrà del 

percentatge de mtDNA mutat, és a dir, del grau d�heteroplàsmia. Si el número de 

molècules mutades és petit es produeix una complementació de la funció amb les 

molècules de DNA normals i no es manifesta el fenotip mutant. En canvi, si el número 

de molècules mutades sobrepassa un umbral determinat es manifestarà la patologia. 

Aquest umbral ve regit per les necessitats energètiques de cada teixit; si la producció 

d�ATP arriba a estar per sota dels mínims necessaris per al funcionament dels teixits, 

es manifesta la patogenicitat. Els teixits tenen requeriments energètics diferents, així 

que generalment els més dependents de la producció d�energia mitocondrial (múscul i 

sistema nerviós central), son els que més s�afecten. 

 

1.4.5 Elevada taxa de mutació: La taxa de mutació espontània del mtDNA és unes 10 

vegades superior a la del nDNA (Brown i col., 1979). Degut a això, hi ha una gran 

variació de seqüències entre espècies i, fins i tot, entre individus d�una mateixa 

espècie. En l�home s�ha calculat que dos individus agafats a l�atzar tenen de mitja de 

50 a 70 nucleòtids de diferència en la seva seqüència. A més a més d�aquestes 

diferències, en un individu determinat, es produeix constantment al llarg de la vida una 

heterogeneïtat en el mtDNA com a conseqüència de les mutacions originades en les 

cèl·lules somàtiques. S'ha proposat que l�acumulació d�aquest dany mitocondrial 

podria ser la causa de la disminució en la capacitat respiratòria dels teixits en el procés 

d�envelliment (Ozawa, 1997). La variació existent a la seqüència del mtDNA de 

diferents individus és molt útil per a estudis antropològics, etnològics i forenses, i 

alhora és la base de la hipòtesi que postula que l�home actual descendeix d�una dona 

que va viure a Àfrica fa uns 200.000 anys (�Eva Mitocondrial) (Stoneking i Sodyall, 

1996). 

 

1.5  La Cadena Respiratòria. Sistema de Fosforilació Oxidativa (OXPHOS) 
La mitocòndria genera la major part de l�energia que requereixen les cèl·lules 

eucariotes mitjançant l�oxidació aeròbica de substrats. El procés oxidatiu està acoplat a 

la cadena de transport electrònic, encarregada de transformar els potencials d�oxido-

reducció generats en el metabolisme oxidatiu en energia en forma d�ATP (adenosin 

trifosfat). 

La cadena respiratòria està constituïda per cinc complexos multienzimàtics i 

dues molècules que actuen com a nexes de unió (el coenzim Q i el citocrom C). Els 

tres primers complexos (complex I, II, III) actuen com a transportadors electrònics. El 

complex IV utilitza els electrons que li arriben per reduir l�O2 a H2O. I el complex V és la 

ATP sintasa, encarregada de la síntesi d�ATP (figura 7). A més a més, pel perfecte 
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funcionament del sistema són necessaris tres enzims més: dihidroortat: CoQ 

oxidorreductasa (DHO-CoQO), flavoproteïna transportadora d�electrons:CoQ 

oxidorreductasa (ETF-CoQO) i el translocador de nucleòtids d�adenina  (ANT), 

encarregat d�exportar a l�exterior l�ATP sintetitzat, alhora que introdueix a la matriu 

ADP i Pi. 

La glucòlisi i el Cicle de Krebs generen una quantitat relativament baixa 

d�energia en forma d�ATP. En canvi, aporten el poder reductor necessari per a la 

síntesi d�ATP mitjançant sis reaccions de deshidrogenació (una a la glucòlisi, una altra 

a la reacció de la piruvat deshidrogenasa, i quatre al Cicle de Krebs). Aquestes 

reaccions redueixen 10 mols de NAD+ a NADH, i dos mols de FAD a FADH2, per mol 

de glucosa. 

 
Fig. 7: Representació esquemàtica de la via OXPHOS, on s�il·lustra la hipòtesi quimiosmòtica de Mitchel 

(modificada de http://www.rpi.edu).  

 

La reoxidació d�aquests agents reductors es dóna a la membrana mitocondrial 

interna, gràcies a reaccions acoplades d�oxidació-reducció, i al pas d�electrons a través 

de transportadors electrònics integrats. El NADH+H+ és oxidat a NAD+, i l�H alliberat és 

captat per l�acceptor d�hidrogen FAD      FADH2, que és oxidat pels citocroms (citocrom 

b, citocrom C, citocrom a, etc.), que són proteïnes amb grups hemo (anells de 

porfirines) com a cofactors. En el centre d�aquests anells tenen ions ferro que canvien 

la valència (FeIII ↔ FeII). Mentre FAD accepta tant electrons com protons, els citocroms 

només transporten electrons. Els protons són emesos cap a fora. A la cadena 

respiratòria, el FeIII del citocrom b és el primer que canvia a FeII al agafar l�electró del 

FADH2. L�ió ferro del citocrom b torna al seu estat original transferint un electró al 

citocrom C, que alhora el transfereix al citocrom a. I finalment, el citocrom reduït 
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transfereix l�electró a l�oxigen, que reacciona inmediatament amb protons lliures per a 

formar aigua. L�energia alliberada en aquests processos s�utilitza per a bombejar 

protons des de la matriu a l�espai intermembrana. Es crea així un gradient 

electroquímic (∆ψ), que és positiu i àcid a l�exterior, i negatiu i alcalí a la matriu 

mitocondrial. Aquest gradient es despolaritza degut al transport de protons cap a 

l�interior de la matriu, a través de l�ATP sintasa. El fluxe de protons proporciona 

l�energia suficient per a la condensació d�ADP (adenosin difosfat) i Pi (fosfat inorgànic), 

per a generar ATP, que és exportat al citosol a canvi del ADP gastat, pel transportador 

ANT. Així doncs, el consum d�oxigen de la cadena de transport d�electrons està 

acoplat amb la fosforilació d�ADP per l�ATP sintasa, aprofitant el gradient electroquímic 

(Wallace, 1999).  

Actualment, i gràcies a estudis de cristal.lografia, es coneixen les estructures 

tridimensionals amb resolució a nivell atòmic del citocrom bc1 (complex III), de la 

citocrom c oxidasa (complex IV) i del component catalític de l�ATP sintasa (complex V).  

Hi ha evidències que demostren que els complexos respiratoris no floten a la 

bicapa lipídica de la membrana interna de forma independent uns dels altres, sinó que 

s�agrupen formant complexos supramoleculars, els respirosomes (Schagger i Pfeiffer, 

2000). 

 

1.5.1 Complex I: NADH-Ubiquinona (CoQ) Oxidorreductasa 
El complex I constitueix el primer pas en la cadena de transport                            

electrònic. La seva funció és acceptar dos electrons procedents del NADH i transferir-

los, mitjançant els transportadors electrònics que el constitueixen, a la ubiquinona 

(coenzim Q10). De forma acoplada es produeix la translocació de dos protons des de la 

matriu a l�espai intermembrana.   

S�ha determinat l�estructura primària de les subunitats del complex I de varis 

grups de bacteris (Cole i col., 1998; Deckert i col., 1998; Dupuis i col., 1998). En 

general, el complex I procariota conté 14 subunitats diferents que suposen la unitat 

mínima estructural de la NADH-ubiquinona oxidoreductasa. Sumen una massa 

molecular d�uns 530 kDa. Set d�elles són proteïnes perifèriques, formen el centre actiu, 

incluint les subunitats que uneixen tots els grups redox coneguts del complex I, com 

varis nuclis de ferro-sofre i un flavín mononucleòtid (FMN) (Walker, 1992). Les altres 

set subunitats són proteïnes hidrofòbiques que es pleguen en 54 α-hèlixs a través de 

la membrana. Es coneix molt poc de la funció d�aquestes proteïnes, probablement 

estàn relacionades amb la reducció de la ubiquinona i amb la translocació de protons. 

(Brandt, 1997; Friedrich i col., 1995). 
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Els complexos I mitocondrials d�eucariotes, a més a més de les 14 subunitats 

homòlogues a les dels bacteris, contenen fins a 29 proteïnes adicionals, amb lo que el 

seu pes molecular arriba aproximadament als 900 Kda. Algunes d�elles estàn 

conservades entre fongs i animals, tot i que la majoria són específiques d�espècie. La 

funció d�aquestes subunitats no està clara, totes estàn codificades pel nucli, i es pensa 

que podrien formar una estructura de suport al voltant de les 14 subunitats essencials, 

evitant així que els electrons amb elevada energia escapin del complex i formin 

espècies reactives d�oxigen (Guenebaut i col., 1997).  

Les subunitats del complex I mitocondrial de mamìfer homòlogues a les set 

subunitats hidrofòbiques bacterianes estàn codificades pel mtDNA, i es coneixen com 

a ND1-ND6, ND4L (Schneider i col., 1997; Schulte i col., 1999). La subunitat ND1 

sembla ser el lloc de unió de la ubiquinona (Earley i col., 1987; Earley i Ragan, 1984). 

Per microscòpia electrònica s�ha determinat l�estructura terciària del complex I. 

Consisteix en dos segments majors que formen una espècie de L, el segment 

periperal, que surt cap a la matriu mitocondrial, i el segment membrana que, com 

indica el seu nom, està ancorat a la membrana mitocondrial interna (figura 8). El 

segment periperal és el domini catalític i està format per 12 subunitats. El segment 

membrana està constituït principalment per subunitats hidrofòbiques, incloent les set 

subunitats codificades pel genoma mitocondrial (Ahlers i col., 2000). 

Els transportadors d�electrons d�aquest complex inclouen la FMN i sis centres 

ferro-sofre anomenats N-1a,N-1b (grups binuclears, amb 2 àtoms de Fe i 2 de S) i N-2, 

N-3, N-4 i N-5  (grups tetranuclears, 4Fe-4S) (Ohnishi, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 8: A) Comparació del model del complex I bacterià (part colorejada de blau i beix) amb el model 

mitocondrial (línies) generats per reconstrucció d�imatge de microscòpia electrònica. B) Associació dels 

productes gènics amb l�estructura, i dels centres redox amb cada subunitat. Segons el model proposat per 

Okun (Okun i col., 1999) sobre el mecanisme de funcionament de la NADH:Ubiquinona Oxidoreductasa, 

els electrons són transferits del NADH al FMN, i d�aquest als transportadors N1, N3 i N4, per finalment ser 

N2 qui els cedeix a la ubiquinona. 

A B
S.Periperal

S.Membrana
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  El mecanisme de funcionament del complex no està molt clar, tot i que la 

majoria d�autors proposen que és per acoplament induït per la seva pròpia energia. És 

probable que el centre ferro-sofre N-2 (és el que disposa de la més elevada capacitat 

redox amb 4Fe i 4S) sigui el donador d�electrons a la ubiquinona. El potencial mig, pH 

depenent, d�aquest centre podria indicar que ell mateix sigui també l�implicat en el 

bombeig de protons (Okun i col., 1999). 

Existeixen nombrosos composts que inhibeixen el funcionament del complex I, i 

que s�han emprat per anàlisis funcionals, la majoria d�ells no inhibeixen l�oxidació del 

NADH, però si la reducció de la ubiquinona (Degli Esposti i col., 1994). Els inhibidors 

més utilitzats del complex I són la rotenona i la piericidina A, però n�hi ha molts d�altres, 

entre ells el 1-metil-4 fenilpirimidina (MPTP), que produeix parkinsonisme, tant en rates 

com en humans. 

Els dèficits de complex I es diagnostiquen mesurant les activitats enzimàtiques 

de la NADH-CoQ reductasa, NADH citocrom C reductasa o NADH deshidrogenasa 

(Shanske i DiMauro, 1994). 

 A la pàgina web http://www.life.uiuc.edu/crofts/bioph354/complex_i.html es pot 

trobar més informació sobre aquest complex. 

 
1.5.2 Complex II: Succinat CoQ Oxidoreductasa 

El complex II és un component del cicle de Krebs que participa a la cadena de 

transport d�electrons catalitzant l�oxidació del succinat a fumarat, transferint els 

electrons a la ubiquinona (Ackrell i col., 1992), reacció que té lloc a la matriu 

mitocondrial. A diferència dels complexos I i III, aquest complex no transloca protons 

des de la matriu a l�espai intermembrana, la seva funció es limita a transferir electrons. 

Està format per quatre polipèptids, tots ells codificats pel genoma nuclear (Hagerhall, 

1997).  El complex II pot dividir-se en dues fraccions; una soluble formada per la SDH, 

i una altra insoluble que inclou a les proteïnes d�ancoratge a la membrana.  

La SDH està formada per una subunitat flavoprotèïca de 70 kDa, la SDHA, que 

conté els llocs de unió del succinat i del flavín adenin dinucleòtid (FAD), i una subunitat 

ferro-sofre, la SDHB de 30 kDa, que conté tres nuclis de dites característiques 

químiques (Ackrell i col., 1992).  

La fracció insoluble la formen dues proteïnes, SDHC (15 kDa)  i SDHD (13 

kDa), que uneixen la SDH a la membrana. Contenen un grup hemo cada una, els 

citocroms cybL i cybS, que també col·laboren en la unió de la ubiquinona. 

Cal dir que hi ha altres enzims d�altres rutes metabòliques que cedeixen electrons 

a la ubiquinona. Aquests són: 
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- La Glicerol 3-Fosfat Deshidrogenasa, que és una flavoproteïna que es troba a la cara 

externa de la membrana mitocondrial interna, que participa a la llançadora 

d�equivalents de reducció des del NADH citosòlic a la matriu mitocondrial. Cedeix 

electrons a la ubiquinona formats a partir de l�oxidació del glicerol 3-fosfat, procedent 

de la degradació de triglicèrids. 

- La ETFP-Ubiquinona Oxidoreductasa: El primer enzim de la β-oxidació dels àcids 

grassos, l�acil CoA deshidrogenasa, transfereix electrons a la flavoproteïna 

transferidora d�electrons (ETFP), de la que passen via ETFP-ubiquinona 

oxidoreductasa a la ubiquinona. 

- La Dihidroorotat Deshidrogenasa: enzim de la ruta biosintètica de les pirimidines, que 

cedeix els electrons a la ubiquinona, procedents de l�oxidació irreversible del 

dihidroorotat al orotat. Aquest enzim eucariota és una flavoproteïna que conté Fe no 

unit a un grup hemo, i està localitzada a la superfície exterior de la membrana 

mitocondrial interna.  

El dèficit del complex II es caracteritza per una disminució en l�oxidació de 

substrats FADH2 depenents, com és el succinat, i una oxidació normal dels NADH 

depenents, com són el malat i l�aspartat. Enzimàticament es valora mitjançant l�activitat 

SDH, succinat CoQ reductasa o succinat citocrom C reductasa (Shanske i DiMauro, 

1994). 

 

1.5.3. Complex III (bc1): Ubiquinol-(QH2) Citocrom c Oxido-reductasa 
El complex III és el complex respiratori que es coneix millor. S�encarrega de 

passar els electrons del ubiquinol al citocrom C, a l�espai intermembrana, i utilitza 

l�energia alliberada per a bombejar protons des de la matriu cap a l�espai 

intermembrana. Aquesta és la reacció que produeix:  

QH2 + 2 Ferricyt III + 2H+
N ↔ Q + 2 Ferricyt II + 4H+

P  

El complex III es troba de forma estable ancorat a la membrana mitocondrial 

interna formant dímers. El monòmer conté 11 subunitats (I-IX), amb un pes total de 

240 kDa (figura 9). D�aquestes subunitats, només una, el citocrom b (subunitat III), és 

codificada pel mtDNA. El centre funcional està format per tres subunitats, el citocrom 

C1 (subunitat IV), que conté un grup hemo C1; la proteïna de Rieske (subunitat V), que 

conté el centre ferro-sofre (Fe2-S2); i el citocrom b, que conté dos grups hemo, b562 (bH) 

i b566 (bL). Aquestes tres subunitats es troben en una proporció 2:1:1.  

La resta de subunitats són petites proteïnes que rodegen el nucli 

metal·loproteic. Dues d�elles, les proteïnes “core” (subunitats I i II), participen en 

l�ensamblatge del complex. 
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Fig. 9: A) Estructura del complex bc1 boví, deduïda per cristal·lografia de rajos X (Zhang i col., 1998). B) 

Centre actiu format pel citocrom b (verd), citocrom C1 (blau) i proteïna de Rieske (lil·la). Els centres Fe-S, 

en vermell. C) Topologia de la transferència de protons i electrons en el Cicle Q. (Saraste, 1999). 

 
El mecanisme d�acció del complex bc1 es coneix amb el nom de �cicle Q� 

(Trumpower, 1990; Mitchell, 1976). L�ubiquinol és una benzoquinona lligada a 10 

molècules d�isopré, altament lipòfila que, gràcies a la seva cua isoprenoide apolar, pot 

moure�s amb facilitat per dins la membrana. Donat que l�oxidació d�aquesta molècula 

està acoplada a la protonació i desprotonació, aquestes dues reaccions estàn 

organitzades de tal forma que l�oxidació del quinol dóna lloc a l�activació del transport 

d�ions d�hidrogen a través de la membrana. Per a això es requereixen dos llocs actius, 

un per a l�oxidació del ubiquinol i l�alliberació de protons a la cara externa de la 

membrana (Q0), i l�altre per a la reducció de l�ubiquinona, acoplada a la captació de 

protons des de la cara interna de la membrana interna (Qi). Aquest mecanisme 

necessita que els electrons siguin transferits del lloc Q0 al lloc Qi.  

Les estructures cristal·lines (Crofts i Berry, 1998) han confirmat l�existència 

d�aquests dos llocs actius. El lloc per a Q0 es troba localitzat entre la proteïna de 

Rieske i el citocrom b, pròxim a la cara citoplasmàtica de la membrana mitocondrial 

interna, mentre que el lloc per a Qi es troba en el citocrom b a la cara interna de la 

membrana (Iwata i col., 1998; Xia i col., 1997). Els dos llocs es comuniquen en una 

fase aqüosa mitjançant canals. Els dos grups hemo del citocrom b tenen potencials 

redox diferents. Així, el Q0 està devora el bL, potencial baix, mentre que el Qi està 

devora el grup bH, de potencial elevat. 

L�oxidació d�un quinol (a Q0) dóna lloc a dos electrons. Aquests electrons 

mobilitzats al llarg del complex III són bifurcats, de manera que un d�ells és transferit, 

mitjançant una cadena d�alt potencial, a la proteïna de Rieske. Des d�aquí al citocrom 

c1, per acabar al citocrom C soluble (també anomenat citocrom c2). El segon electró és 

transferit al lloc Qi, via els grups hemo bH i bL, del citocrom b. La diferència de potencial 

entre els dos grups hemo genera l�energia necessària per a promoure la translocació 

de protons. Així, per a reduïr una quinona, després de l�oxidació de dos quinols al 
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centre Q0, es transfereixen dos electrons des del lloc Qi. Aquest mecanisme dóna lloc 

al pas net de dos protons per cada electró transferit al citocrom C. 

 
Fig. 10: Representació estructural del Cicle Q. 

SQi: lloc Qi; SQ0: lloc Q0. Les reaccions són 

catalitzades per tres subunitats: citocrom b 

(cel); citocrom C1 (blau); i la proteïna de 

Rieske (groc), que conté el centre Fe2S2. 

L�oxidació del quinol genera 2 electrons  que 

es bifurquen. Un va cap al citocrom b, i l�altre 

cap a la cadena d�elevat potencial, constituïda 

per la proteïna de Rieske, el cyt C1 i el cyt C 

(color vermell), que el transfereixen a la 

citocrom oxidasa, deixant una semiquinona al 

lloc Q0. 
 

El citocrom c actúa de transportador intermediari entre el complex III i el 

complex IV. Es tracta d�una petita proteïna (13 kDa) associada a la membrana interna, 

però que solubilitza amb facilitat. Els llocs de unió del citocrom C es troben al citocrom 

C1 del complex III i a la subunitat 2 del complex IV, probablement a la interfase situada 

entre els monòmers del dímer de l�oxidasa (Adams i col., 1994). 

Un bloqueig a nivell de complex III altera la utilització de substrats NADH i 

FADH depenents. L�anàlisi enzimàtic es caracteritza per una alteració de la ubiquinol 

citocrom c reductasa, o be de la NADH-citocrom C reductasa i la succinat-citocrom C 

reductasa. 

A l�adreça  http://www.life.uiuc.edu/crofts/bc-complex_site/, pot trobar-se més 

informació sobre aquest complex. 

 

1.5.4 Complex IV: Citocrom C Oxidasa (COX) 
El complex IV catalitza la transferència de quatre electrons des del citocrom C a 

l�oxigen molecular. L�energia generada permet el bombeig de dos protons des de la 

matriu a l�espai intermembrana. Aquest procés és diferent que en el complex III. El seu 

substrat és el citocrom C, una hemoproteïna soluble en aigua que dóna els electrons a 

la cara citoplasmàtica de la membrana mitocondrial interna. Aquests electrons són 

transferits al lloc actiu que conté ferro hemo i una molècula de coure, on s�empren per 

a reduïr O2 a dues molècules d�aigua.  

A diferència del complex bc1, que té un comportament dinàmic, la citocrom 

oxidasa sembla ser estàtica, tant per la seva forma oxidada, com per la forma reduïda 

o unida a lligam. S�ha determinat l�estructura cristal·lina de la citocrom oxidasa bovina 
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(Tsukihara i col., 1996; Yoshikawa i col., 1998) (figura 11) que ha permès aclarir 

l�estructura dels centres metàl·lics i la ruta dels electrons. Es troba ancorada a la 

membrana interna en forma de dímer. El monòmer (204 kDa) està format per tretze 

subunitats. Les tres subunitats majors (I, II, i III), són les codificades pel mtDNA i 

constitueixen el centre funcional. La resta de subunitats (IV, Va, Vb, VIa, VIb, VIc, VIIa, 

VIIb, VIIc i VIII), codificades pel genoma nuclear, es disposen rodejant el centre 

catalític, modulant l�activitat del complex.  El complex purificat conté a més a més dos 

àtoms de ferro, tres de coure, un de zinc i un altre de magnesi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11: Citocrom oxidasa bovina. (A) Estructura del complex dimèric, deduïda per cristal·lografia de rajos 

X (Tsukihara i col., 1996). Les subunitats I (verda), II (vermella) i III (blava), estàn codificades en el 

mtDNA, i formen el centre funcional de l�enzim. (B) Subunitats I i II que contenen els centres metàl·lics. El 

centre actiu (citocrom a3/CuB), es troba a la subunitat I. El citocrom c s�uneix pel costat citoplasmàtic del 

complex i els electrons són transferits al lloc actiu via CuA i citocrom a. (C) Topologia de la transferència 

d�electrons i protons a la COX. Els protons emprats per a reduïr l�O2 a aigua, o són bombejats al lloc 

citoplasmàtic de la membrana mitocondrial interna, o són transferits des del lloc de la matriu a través dels 

canals K i D. Imatge agafada de (Saraste, 1999). 

 

La subunitat I conté el centre actiu. La subunitat II té un centre de coure 

bimetàl·lic (CuA) (Lappalainen i col., 1993; Malmstrom i Aasa, 1993). La transferència 

dels electrons s�inicia quan el citocrom c s�uneix a la subunitat II, a la cara citosòlica de 

la membrana, i cedeix els electrons al CuA. D�aquí són transferits a un grup hemo de 

baix spin, el citocrom a de la subunitat I, i d�aquí al centre bimetàl·lic d�aquesta 

subunitat, el citocrom a3/CuB. 

De la subunitat III, que està unida a fosfolípids, es desconeix la funció, tot i que 

estudis realitzats en cèl·lules derivades de pacients amb mutació en el gen COIII, han 

indicat que en humans participa en la incorporació i el manteniment de subunitats 

petites de l�enzim (Tiranti i col., 2000). Dos canals hidrofílics conecten el centre actiu a 

la fase aqüosa de la matriu mitocondrial. Aquests canals es coneixen com a D i K 

perquè contenen un aspartat i una lisina respectivament, que estàn molt conservats al 
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llarg de l�evolució (Wikstrom, 1998). Durant la reducció del O2 es consumeixen dos 

protons que són transportats al centre actiu pels canals D i K.  

Encara no es coneix el mecanisme pel qual els protons són transportats a 

través de la barrera hidrofòbica. L�anàlisi estructural ha suggerit que la translocació de 

protons podría aconseguir-se per interacció del glutamat conservat i els  propionats del 

dos grups hemo (Michel, 1998), tot i que caldràn més estudis estructurals 

espectroscòpics i biofísics per a aclarir el mecanisme del bombeig de protons. 

El procés de reducció de l�oxigen inclou vàries etapes. A partir de l�enzim oxidat 

(O) es forma una espècie reduïda (R) en la que els dos metalls del centre actiu són 

reduïts després d�acceptar dos electrons. L�O2 s�uniria a R generant-se una espècie 

intermitja peroxidada (P). L�acceptació d�un tercer electró generaria aigua i un ferril-

intermediari (F). Finalment, el quart electró faria recuperar novament la forma O, 

alliberant una nova molècula d�aigua (Babcock i Wikstrom, 1992).  

Els dèficits del complex IV es mesuren valorant l�activitat enzimàtica de la 

citocrom C oxidasa. A l�adreça http://www-bioc.rice.edu/~graham/CcO.html es pot 

trobar més informació sobre aquest complex. 

 
1.5.5 Complex V: F0-F1 ATP sintasa 

L�ATP sintasa té una funció reversible, per una part sintetitza ATP utilitzant 

l�energia electroquímica produïda durant la translocació de protons a la cadena 

OXPHOS, i per l�altra hidrolitza dit ATP bombejant protons en contra de gradient. 

L�ATP sintasa bovina està formada per 

16 subunitats amb un pes molecular d�uns 500 

kDa (Lutter i col., 1993).  Consta de dues 

subunitats, la catalítica F1,  associada a la 

membrana i soluble en aigua, que té la funció 

de sintetitzar ATP a partir d�ADP i Pi, i la 

fracció F0, que és integral de membrana i 

soluble en detergents, que té la funció de canal 

de protons, transportant-los des de l�espai 

intermembrana a la matriu mitocondrial, amb la 

finalitat de generar l�energia necessària per a 

alliberar l�ATP sintetitzat a la fracció F1.  

 

 

 

 

Fig.12: Representació esquemàtica de 

l�ATP sintasa d�E.coli, on s�esquematitza el 

model rotatori que condueix a la síntesi 

d�ATP. La rotació de l�anell d�oligòmers de 

subunitats c està dirigit per la força protó 

motriu. Modificat de Fillingame i col., 2002.

La fracció de membrana F0 està 

formada per les subunitats: a (codificada per 

la ATPasa 6) i ATPasa 8, ambdues 

codificades pel mtDNA, i les subunitats 

codificades pel  genoma nuclear b, c, d, e, f, g, 
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F6, A6L, OSCP (proteïna que confereix sensibilitat a l�oligomicina) i el factor 

d�acoplament CF6.   

La fracció catalítica F1, es composa de cinc subunitats: α, β, γ, δ i ε, amb una 

estequeometria 3,3,1,1,1. Les subunitats α i β són homòlogues, les dues uneixen 

nucleòtids, però només la β té activitat catalítica. Com que hi ha tres β, tenim tres llocs 

actius dins del component catalític de l�enzim.  

L�ATP sintasa des del punt de vista funcional podria comparar-se a un motor 

compost per un rotor (costituït per les subunitats γε-F0-c) i un eix (format per α3β3δ-F0-

ab) (Kagawa, 1999).  Cada una de les subunitats β conté un centre de unió catalític 

pels nucleòtids ATP, ADP i Pi. Existeixen evidències de que els centres catalítics β i el 

canal de protons estàn acoplats mitjançant un mecanisme que implica la rotació 

simultània de les subunitats γε amb l�anell de subunitats c, quan els protons atravessen 

el canal des de la cara citoplasmàtica de la membrana cap a la matriu. Com a 

conseqüència d�aquestes rotacions, la fracció F1 sofreix una sèrie de canvis 

conformacionals que fan que un dels centres catalítics al que està fortament unida una 

molècula d�ATP, l�alliberi. Seguidament, una molècula de ADP i el Pi, unida dèbilment 

al següent centre, s�uneix fortament per a formar ATP, ocupant-se el següent per ADP 

i Pi, i així successivament. D�acord amb aquest model de recanvi propost per Boyer 

(Boyer, 1997), cada lloc de unió podria passar per tres estats diferents (obert, intermig 

i tancat), corresponent a estat buit, estat unit a l�ADP i al fosfat, i estat estretament unit 

a l�ATP. La formació d�ATP no requereix energia una vegada que els substrats s�han 

separat de la solució aqüosa. El que si requereix energia és la unió dels substrats al 

centre actiu i l�alliberació de l�ATP (Boyer, 1997). 

L�estructura cristal·lina de la subunitat F1 de l�ATPasa bovina (Abrahams i col., 

1994) ha revetllat una simetria intrínseca en l�enzim, recolzant el mecanisme proposat 

per Boyer, suggerint que l�enzim funciona mitjançant catàlisi rotacional.  

S�ha proposat un model pel mecanisme mecànic-químic del motor ATPasa, 

utilitzant aproximacions hidroquímiques, mecàniques i estructurals (Yasuda i col., 

1998; Elston i col., 1998; Wang i Oster, 1998). La torsió estimada indica que el motor 

funciona amb una eficiència de quasi el 100% (Noji i col., 1997). El model postula que 

l�ATPasa no funciona com una màquina de calor, sinó que converteix l�energia de la 

unió dels nucleòsids en una tensió elàstica. L�energia que mou la rotació de la 

subunitat γ es proposa que està localitzada a la bisagra entre els lòbuls de les 

subunitats β (Wang i col., 1998). 

La qüestió fonamental de com es sintetitza l�ATP per F0F1 està per resoldre. La 

catàlisi rotacional implica que els sectors de membrana han de contenir una estructura 
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que giri com a resposta a la força motriu. Una candidata és un oligòmer format per la 

subunitat c, una proteïna de la qual hi ha 12 còpies a F0 (Jones i col., 1998). Això pot 

conduir a una translocació de 4 protons per cada molècula d�ATP sintetitzada. Cada 

molècula conté un residu d�àcid carboxílic conservat en el centre de la bicapa lipídica. 

La protonació i desprotonació d�aquest residu pot ser la clau del mecanisme de rotació. 

En canvi, la condició estructural necessària per a aquest mecanisme és que altres 

components es moguin en direcció oposada o bé es mantenguin fitxes, tipus estator, 

durant les interaccions electrostàtiques dinàmiques a la membrana (Elston i col., 

1998). Un component clau de l�estator pot ser la subunitat a, que conté una arginina 

conservada que podria contrarestar el moviment del glutamat a la subunitat c. El model 

actual proposa que el dodecàmer de subunitats c forma el rotor amb les subunitats γ i 

ε, i les subunitats a, b i el complex δ formen el braç de l�estator. El moviment de 

protons entre els oligòmers de les subunitats a i c podría produir la torsió quan el rotor 

es mou i l�estator es manté fitxat a la membrana (Elston i col., 1998; Wang i Oster, 

1998). El mecanisme de síntesi de l�ATP es podrà desxifrar millor quan es determini 

l�estructura completa de l�ATP sintasa.  

 

1.5.6 Control de la Fosforilació Oxidativa 
Incubant mitocòndries aïllades en un oxígraf es va explicar per primera vegada 

el mecanisme de control respiratori. S�anomenà estat actiu o estat 3 a l�estimulació del 

consum d�oxigen al afegir ADP, i estat controlat o estat 4 a la disminució d�aquest  

consum deguda a la conversió d�ADP a ATP.  

La primera explicació raonable del mecanisme de control de la fosforilació 

oxidativa es va basar en la teoria quimiosmòtica de Mitchel (Mitchel, 1961), on proposà 

que la força protó motriu a través de la membrana mitocondrial interna (∆p) aportava 

l�energia requerida per a la fosforilació oxidativa (figura 7). Així, l�entrada d�ADP a la 

mitocòndria produïa una estimulació de l�ATP sintasa, acompanyada d�una disminució 

del gradient de protons (∆p), fet que estimulava el bombeig de protons pels diferents 

complexos de la cadena, i així la respiració mitocondrial. 

Aquest model es va veure respaldat amb estudis amb bacteris i cloroplasts, 

però en alguns estudis amb mitocòndries el model fallà ja que trobaren casos en els 

quals el ∆p i la síntesi d�ATP no es correlacionaven (Kadenbach i Arnol, 1999). Dits 

autors proposaren un segon model que considera que la relació intramitocondrial de 

ATP/ADP controla la respiració en eucariotes (Arnol i Kadenbach, 1999), però no en 

bacteris (Follman, 1998). Aquest mecanisme seria independent del ∆p, i proposa que 

la regulació de la respiració vendria definida per la unió d�ATP o ADP al domini de la 
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matriu de la subunitat IV de la citocrom C oxidasa, en eucariotes. Dita subunitat té 

varis llocs d�afinitat per la unió de l�ATP i l�ADP, i s�ha vist que utilitzant anticossos 

monoclonals contra ella elimina la inhibició de l�activitat a elevades taxes d�ATP/ADP. 

Així doncs, es produeix una inhibició al·lostèrica de la citocrom C oxidasa per ATP 

(Arnol i Kadenbach, 1999).  

 

1.6 Les Malalties Mitocondrials 

Les malalties mitocondrials són un grup de trastorns relacionats amb defectes 

en el sistema OXPHOS que condueix a la síntesis d�ATP, producte final del 

metabolisme energètic mitocondrial. El concepte va ser introduït per Lluft i col. (Lluft i 

col., 1962), quan varen descriure un pacient amb hipermetabolisme no causat per 

disfunció tiroidea que presentava un desacoplament de la fosforilació oxidativa en 

mitocòndries de múscul. 

Com que les proteïnes que composen els complexos multienzimàtics de la 

cadena respiratòria estàn codificades tant pel nDNA com pel mtDNA, aquestes 

malalties poden ser degudes a mutacions en gens d'ambdós genomes.  

Els primers estudis publicats que establiren una relació causal entre mutacions 

en el genoma mitocondrial i patologia humana són de 1988, quan Wallace i els seus 

col·laborados trobaren les primeres mutacions puntuals del mtDNA en un pacient amb 

LHON (Neuropatia Òptica Hereditària de Leber) i en un pacient amb MERRF 

(encefalopatia mitocondrial amb fibres vermell-rasgades) (Wallace i col., 1988a, 

1988b), i Holt i col.laboradors identificaren les grans deleccions en pacients amb 

miopatia mitocondrial (Holt i col., 1988). 

Des de les hores, s�han descrit més de 100 mutacions patogèniques en el 

mtDNA, que presenten una gran heterogeneïtat genètica, bioquímica i clínica, 

(MITOMAP: A Human Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 

2003.).  

Les manifestacions clíniques d�aquestes malalties són molt variades (Shanke i 

DiMauro, 1994), entre les més comuns trobem: demència, trastorns motors, 

intolerància a l�exercici, accidents cerebrovasculars, convulsions, ptosis, oftalmoplegia, 

retinopatia pigmentària, atròfia òptica, ceguesa, sordesa, cardiomiopatia, disfuncions 

pancreàtiques i hepàtiques, diabetis, etc. En general són trastorns multisistèmics que 

afecten als teixits i òrgans que més depenen de l�energia mitocondrial (sistema nerviós 

central, múscul esquelètic i cardíac, ronyons i sistema endocrí), tot i que qualsevol 

altre teixit pot estar afectat. A nivell radiològic aquestes encefalopaties es poden 

manifestar amb calcificacions dels gànglis de la base, necrosi estriatal bilateral, 

hipoplàsia cerebel·losa, infarts cerebrals o cerebel·lars i leucoencefalopatia. Els 
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indicadors típics de laboratori que es relacionen amb aquestes patologies són un 

augment de proteïnes en el líquid cefalorraquidi, augment de la creatina quinasa (CK), 

acidosi làctica i mioglobinuria. Altres característiques que solen relacionar-se amb les 

malalties mitocondrials són la presència de fibres vermelles-esquinçades (RRFs), que 

són acúmuls subsarcolèmics de mitocòndries anormals a la perifèria de la fibra 

muscular, la presència de fibres no reactives a la tinció histoquímica de citocrom C 

oxidasa (COX), o el defecte bioquímic d�un o varis complexos de la cadena 

respiratòria. Tot i així, algunes malalties mitocondrials poden no presentar cap 

d�aquestes característiques típiques, especialment en pacients en edat pediàtrica. 

 
1.6.1 Classificació de les Malalties Mitocondrials 

Les malalties mitocondrials poden presentar herència materna, mendeliana o 

una combinació de les dues. Fins i tot, podem trobar-nos amb casos esporàdics. A 

aquesta complexitat en el patró d'herència, s�ha de sumar l�heterogeneïtat de les 

manifestacions clíniques, morfològiques i bioquímiques. Per tant, la seva classificació 

es basa en les característiques moleculars i genètiques de les mutacions. Depenent 

del genoma mutat que origina la malaltia mitocondrial distinguim: 1.4.1.1) Malalties 

mitocondrials degudes a mutacions en el mtDNA i 1.4.1.2) Malalties mitocondrials 

degudes a mutacions en gens nuclears. 

 

1.6.1.1 Malalties mitocondrials degudes a mutacions en el mtDNA  

Es poden dividir en dos grans grups: a) Malalties associades a mutacions 

puntuals, i b) Malalties degudes a reorganitzacions del mtDNA per insercions i/o 

deleccions.  

 
1.6.1.1.A  Malalties associades a mutacions puntuals 

Per considerar una mutació patogènica hi ha una sèrie de criteris que es 

consideren bàsics dins la genètica mitocondrial: 1.- S�ha de trobar en famílies 

afectades de poblacions ètniques diferents; 2.- Hi ha d�haver correlació entre el 

percentatge de la mutació i el fenotip; 3.- Ha de co-segregar juntament amb el fenotip; 

4.- Ha d�afectar a una base molt conservada evolutivament.  

Trobem les següents malalties: 

- Neuropatia Òptica Hereditària de Leber (LHON): Es caracteritza per ceguesa 

bilateral aguda o subaguda, deguda a atròfia del nervi òptic, que es manifesta a la 

segona o tercera dècada de vida i és més prevalent en homes que en dones, fet que 

fa pensar en el paper modulador d�algun factor nuclear codificat en el cromosoma X 

(Vilkki i col., 1991). Normalment els pacients només tenen afectada la vista, però 
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poden haver-hi casos on també hi hagi afectació cardíaca, neuropatia perifèrica i 

ataxia cervelletosa (DiMauro i Bonilla, 1997). Moltes són les mutacions que s�han 

associades a aquesta patologia (taula 1), però només tres són considerades primàries 

o patogèniques per si soles, les que afecten als nucleòtids 11778 (la més freqüent), 

3460 i 14484. La resta de mutacions es consideren secundaries, es presenten sempre 

en forma homoplàsmica, i es desconeix la seva relació directa amb la malaltia. Totes 

aquestes mutacions afecten a gens estructurals. 

- Síndrome de Neuropatia, Ataxia i Retinitis Pigmentària (NARP): Descrit per Holt i 

col·laboradors al 1990 (Holt i col., 1990), es tracta d�un síndrome multisistèmic, 

caracteritzat per debilitat muscular neurogènica, retràs en el desenvolupament, 

neuropatia sensorial, convulsions, atàxia, demència i retinopatia pigmentària. S�ha 

associat amb la transversió T a G i la transició T a C en el nucleòtid 8993 del gen de la 

subunitat 6 de l�ATPasa. 

- Síndrome de Leigh d’herència materna: És una malaltia molt heterogènia amb 

trastorns degeneratius multisistèmics que apareixen en el primer any de vida. Es tracta 

d�una entitat devastadora que es caracteritza per disfuncions del tall cerebral i dels 

ganglis basals, desmielinització, regressió psicomotora, retràs en el desenvolupament, 

convulsions, ataxia i neuropatia perifèrica. L�origen d�aquest síndrome és la mutació 

T8993G, la mateixa que en NARP, però amb un percentatge de la mutació sempre 

superior al 90%. També hi ha casos de Leigh deguts a mutacions en gens nuclears 

(taula 2). 

- Síndrome de MELAS (Encefalopatia Mitocondrial amb Acidosi Làctica i 
Episodis d’Accidents Cerebrovasculars): En el 90% dels casos s�ha associat a la 

transició A a G en el nucleòtid 3243 del gen tRNALeu(UUR) del mtDNA (Goto i col., 1990). 

Es caracteritza per accidents cerebrovasculars de repetició, que provoquen disfunció 

cerebral subaguda i canvis en l�estructura cerebral, acidosi làctica i/o RRFs. Aquestes 

característiques poden anar acompanyades també d�encefalopatia amb convulsions 

generalitzades, cefàlees, sordesa, demència i diabetis. Altres mutacions poden estar 

implicades en aquest síndrome (taula 1). En cultiu de cíbrids transmitocondrials amb la 

mutació A3243G s�ha trobat disminució dels nivells de síntesi protèica mitocondrial i 

activitats reduïdes dels complexos I i IV de la cadena respiratòria (Chomyn i col., 1992; 

King i col., 1992). També provoca una reducció de l�aminoacilació del tRNALeu(UUR) del 

70-75% (Chomyn i col., 2000).  

La mutació A3243G també s�ha associada amb altres malalties mitocondrials 

(taula 1). 

- Síndrome de MERRF (Epilèpsia mioclònica amb fibres vermell-esquinçades): Es 

caracteritza per epilèpsia mioclònica, ataxia cerebel·losa i miopatia. En alguns casos 
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pot anar acompanyat de demència, sordesa, atròfia òptica, neuropatia perifèrica, 

retinopatia i oftalmoparesis (DiMauro i Bonilla, 1997). Segueix un patró d�herència 

materna, i la mutació més freqüent és la transició A a G a la posició 8344 del tRNALys 

(Shoffner i col., 1990). Altres mutacions, com la T8356C (Silvestri i col., 1992) i la 

G8363A (Ozawa i col., 1998), també localitzades en el tRNALys, s�associen a aquest 

síndrome. La mutació A8344G sempre es presenta en forma heteroplàsmica i 

requereix un 95% dels genomes mutats per a manifestar la patologia. Estudis amb 

cíbrids han demostrat que la mutació causa una severa reducció dels nivells de 

proteïnes mitocondrials (Chomyn i col., 1991; Enriquez i col., 1995; Masucci i col., 

1995). Aquesta reducció és deguda a un defecte en l�aminoacilació del tRNALys, que 

origina una terminació prematura de la traducció (Enriquez i col., 1995). Aquesta 

mutació es troba també associada a altres fenotips clínics com són el síndrome de 

Leigh, miopatia, CPEO (Silvestri i col., 1993) i lipomatosi simètrica múltiple (MSL) 

(Holme i col., 1993). 

- Síndrome d’intolerància a l’exercici: és una miopatia mitocondrial esporàdica en la 

qual la intolerància severa a l�exercici és la característica fonamental. Associat a 

aquest símptoma principal, alguns pacients poden presentar també mioglobinuria i 

acidosi làctica. Generalment la biòpsia muscular presenta RRFs. S�ha associada a 

mutacions restringides al múscul esquelètic, l�únic teixit afectat (Andreu i col., 1999a; 

Dumoulin i col., 1996; Keightley i col., 2000; Andreu i col., 1999b; Andreu i col., 1998). 

Andreu i col·laboradors suggeriren que dites mutacions podien tenir un origen somàtic, 

generant-se a les primeres fases del desenvolupament embrionari (Andreu i col., 

1999a). 

 
Taula 1: Mutacions puntuals en el mtDNA i malalties associades 

Malaltia Mutació       Gen Referència 
LHON    

G3460A ND1 Houponen i col., 1991 
G11778A ND4 Wallace i  col., 1988 

Mutacions primàries 

T14484C ND6 Johns i col., 1992 
G5244A ND2 Brown i col., 1992 Mutacions Intermitges 
G15257A Cyt b Brown i col., 1992 
T3394C ND1 Johns i col., 1992 
T4160C ND1 Howell i col., 1991 
T4216C ND1 Johns i Berman, 1991 
A4917G ND2 Johns i Berman, 1991 
G7444A COXI Brown i col., 1992 
G9438A COXIII Johns i Neufeld, 1993 
G9804A COXIII Johns i Neufeld, 1993 
G13708A ND5 Johns i Berman, 1991 
G13730A ND5 Johns i Berman, 1991 

Mutacions Secundàries 

G15812A Cyt b Brown i col., 1992 
LHON i Distonia G14459A ND6 Jun i col., 1994 
NARP T8993G ATPasa 6 Holt i col., 1990 

T8993G ATPasa 6 Santorelli i col., 1993 Síndrome de Leigh       
(MILS) T8993C ATPasa 6 Chakrapani i col., 1998 
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T9176C ATPasa 6 Thyagarajan i col., 1995 Necrosi bilateral 
de l'estriat T8851C ATPasa 6 Demeirleir i col., 1995 
LIMM A15923G tRNAThr Yoon i col., 1991 

A3243G tRNALeu (UUR) Goto i col., 1990 
C3256T tRNALeu (UUR) Sato i col., 1994 
T3271C tRNALeu (UUR) Goto i col., 1991 
T3291C tRNALeu (UUR) Goto i col., 1994 

MELAS 

T9957C COXIII Manfredi col., 1995 
T3250C tRNALeu(UUR) Goto i col., 1992 
A3302G tRNALeu(UUR) Bindoff i col., 1993 

Miopatia  
mitocondrial 

C15990T tRNAPro Moraes i col., 1993 
A8344G tRNALys Shoffner i col., 1990 
T8356C tRNALys Silvestri i col., 1992 

MERRF 

G8356A tRNALys Ozawa i col., 1997 
Lipomatosi múltiple A8344G tRNALys Gámez i col., 1998 
Anèmia sideroblàstica G12301A tRNALeu(CUN) Gatterman i col., 1996 

A3260G tRNALeu(UUR) Zeviani i col., 1991 
C3303T tRNALeu(UUR) Silvestri i col., 1992 
A4269G tRNAIle Taniike i col., 1992 
A4300G tRNAIle Casali i col., 1995 
A4317G tRNAIle Tanaka i col., 1990 
C4320T tRNAIle Santorelli i col., 1995 
G8363A tRNALys Santorelli i col., 1996 

Cardiomiopatia 

T9997C tRNAGly Merante i col., 1994 
Diabetes + Miopatia T14709 tRNAGlu Hao i col., 1995 
Diabetes + Sordesa A3243G tRNALeu (UUR) Van den Ouweland I col., 1992 

T7445C tRNASer (UCN) Reid i col., 1994 
T7510C tRNASer (UCN) Hutchin i col., 2000 

Sordesa neurosensorial 

T7511C tRNASer (UCN) Sue i col., 1999 
A1555G      12S rRNA Prezant i col., 1993 Sordesa induïda 

per aminoglucòsids T1095C 12S rRNA Thyagarajan i col., 2000 
Kearns-Sayre G3249A tRNALeu(UUR) Seneca i col., 2001 

A3243G tRNALeu(UUR) Hammans i col., 1995 
C3256T tRNALeu UUR) Moraes i col., 1993 
A5692G tRNAAsn Seibel i col., 1994 

CPEO 

G5703A tRNAAsn Moraes i col., 1993 
Mort subtada A3251G tRNALeu(UUR) Sweeney i col., 1993 
Multisistèmiques A3251G tRNALeu(UUR) Sweeney i col., 1993 
 A3252G tRNALeu(UUR) Morten i col., 1993 
 C3256T tRNALeu(UUR) Moraes i col., 1993 

G15084A Cyt b Andreu i col., 1999 
G15168A Cyt b Andreu i col., 1999 
G15723A Cyt b Andreu i col., 1999 
G14846A Cyt b Andreu i col., 1999 
G15615A Cyt b Dumoulin i col., 1996 

Intolerància a l’exercici 

G15242A Cyt b Keightley i col., 2000 
 G11832A ND4 Andreu i col., 1999 
 G12334A tRNALeu(CUN) Vives-Bauza i col, 2001 
Corea i demència G5549A tRNATrp Yoon i col., 1991 
 
 
 
 
 
1.6.1.1.B  Malalties associades a reorganitzacions del mtDNA: Al contrari del que 

succeeix amb les mutacions puntuals, les deleccions i/o les insercions solen ser 

espontànies, tot i que també s�han publicat alguns casos d'herència materna. S�han 

descrit varis centenars de reorganitzacions del mtDNA. Es presenten en forma  

LHON: Neuropatia Òptica Hereditària de Leber; ND: subunitats de la NADH deshidrogenasa; COX: 

Subunitats de la citocrom C oxidasa; NARP: Síndrome de Neuropatia, ataxia i retinitis pigmentosa; 

MELAS: Encefalomiopatia mitocondrial amb acidosi làctica i episodis d'accidents cerebrovasculars; 

MERRF: Epilèpsia mioclònica amb fibres vermell-esquinçades; CPEO: Oftalmoplegia crònica externa 

progressiva; LIMM: Miopatia mitocondrial infantil letal 
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heteroplàsmica i poden augmentar la gravetat amb l�edat.  Alguns dels síndromes 

clínics descrits són els següents: 

- Síndrome d’Oftalmoplegia Crònica Externa Progressiva (CPEO): Es caracteritza 

per oftalmoplegia, ptosi bilateral de parpelles i miopatia. Sol anar acompanyat de 

intolerància a l�exercici i debilitat muscular. La biòpsia muscular sol presentar RRFs i 

fibres COX negatives. En general és una malaltia benigna que acostuma a aparèixer a 

l�adolescència o en adults joves, i s�inicia de manera esporàdica, sense història 

familiar. S�ha associada fonamentalment a deleccions grans i úniques en el mtDNA. 

Però també s�han trobades altres formes d�aquest síndrome associades a mutacions 

puntuals d'herència materna (taula 1) o amb deleccions múltiples d'herència 

autosòmica dominant. 

- Síndrome de Kearns-Sayre: Malaltia progressiva multisistèmica que apareix abans 

dels 20 anys, i es caracteritza per oftalmoplegia externa progressiva i retinopatia 

pigmentària. A més a més, sol anar acompanyada d�ataxia, miopatia mitocondrial, 

bloqueig de la conducció cardíaca, nivells de proteïna CFS (fluid cerebrovascular) 

superior a 100 mg/dl, sordesa i demència, així com fallides renals i endocrines. Biòpsia 

muscular amb RRFs que no es tenyeixen per l�activitat COX. Els pacients rarament 

superen els 40 anys de vida. La malaltia es relaciona amb deleccions grans en el 

mtDNA d�origen esporàdic. 

- Síndrome de Pearson: El síndrome de medul·la òssia-pàncrees de Pearson és una 

malaltia dels primers anys de vida que afecta a la hematopoiesi i a la funció 

pancreàtica exocrina. Les característiques clíniques més comuns solen ser anèmia 

sideroblàstica amb vacuolització de precursors de la medul·la òssia, associada a 

disfunció pancreàtica exocrina. A més a més, acostumen a desenvolupar fallida 

hepàtica progressiva, atròfia de les vellositats intestinals, diabetis mellitus i disfunció 

tubular renal (Leonard, 2000). Els nens afectats desenvolupen més tard un fenotip 

Kearns-Sayre. Aquests pacients presenten deleccions grans úniques, que en general 

són esporàdiques, tot i que s�ha descrit algun cas d'herència materna. 

- Duplicacions en el mtDNA: Poden ser esporàdiques o d'herència materna (DiMauro 

i col., 1998). La majoria dels fenotips que originen no es diferencien dels que 

provoquen les deleccions. S�han trobat duplicacions amb pacients amb síndrome de 

Kearns-Sayre, de Pearson, en Diabetis mellitus, tubulopatia renal i miopatia 

mitocondrial (Poulton i col., 1989). També s�han trobat duplicacions i fins i tot 

triplicacions en individus normals, però sempre en baixa proporció (Kajander i col., 

2000). 
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1.6.1.2 Malalties mitocondrials degudes a mutacions en gens nuclears: 
Presenten patrons d�herència mendeliana, però comparteixen moltes 

característiques clíniques amb les malaties mitocondrials degudes a mutacions en el 

mtDNA, fins al punt que alguns síndromes que hem vist associats a mutacions en el 

mtDNA també poden ser deguts a aquestes mutacions nuclears. En els darrers anys 

s�han trobat nombrosos gens nuclears implicats en malalties mitocondrials (taula 2), i 

cal esperar que en els propers anys n�apareixin molts més. 

  
Taula 2: Malalties mitocondrials degudes a mutacions en gens nuclears 

GEN FENOTIP REFERÈNCIA 
I. Mutacions en gens codificants de proteïnes de la via OXPHOS 
I.1 Proteïnes del Complex I 

NDUFV1 Leigh+Epilèpsia+Leucodistròfia Benit i col., 2001 
NDUFV2 Cardiomiopatia+Encefalopatia Loeffen i col., 2001 
NDUFV4 Síndrome de Leigh Petruzzella i col., 2001 
NDUFV7 Síndrome de Leigh Triepels i col., 1999 
NDUFV8 Síndrome de Leigh Loeffen i col., 1998 
AQDQ Leigh-semblant VandenHeuvel i col., 1998 

I.2 Proteïnes del Complex II 
SDHA (Fp) Síndrome de Leigh Bourgeron i col., 1995 

SDHC Paraganglioma hereditari Niemann i col., 2000 
SDHD Paraganglioma hereditari Baysal i col., 2000 

II. Mutacions en gens implicats en la comunicació intergenòmica 
II.1.- Deleccions múltiples en el mtDNA: 
II.1.1 Esporàdiques 

ANT1 CPEO Kaukonen i col., 2000 
Twinkle CPEO Spelbrink i col., 2001 

II.1.2 Autosòmiques Recessives 
TP MNGIE Nishino i col., 1999 

Polγ CPEO Van Goethem, 2001 
WFS1 Malaltia de Wolfram  Strom i col., 1998 

II.3.- Deplecció del mtDNA 
TK-2 Miopatia infantil fatal Saada i col., 2001 

DGUK I. Hepàtica+encefalopatia Mandel i col., 2001 
III. Mutacions implicades en l’ensamblatge de les subunitats OXPHOS 

SURF1 Síndrome de Leigh+leucodistròfia Zhu i col, 1998 
SCO2 Encefalocardiomiopatia Papadopoulou i col., 1999 
COX10 Leucodistròfia+tubulopatia Valnot i col., 2000a 
SCO1 Encefalopatia+hepatopatia Valnot i col., 2000b 
BCS1L Encefalopatia+hepatopatia De Lonlay i col., 2001 

IV. Mutacions en gens implicats en l’homeóstasi i la importació 
FRDA  Ataxia de Friedreich Priller i col, 1997 
SPG7 Paraplègia espàstica familiar Casari i col., 1998 
DPP1 Síndrome de Mohr-Tranebjaerg Roesch i col., 2002 

ATP7B Síndrome de Wilson Lutsenko i col., 1998 
 

 
 
1.7 Models Cel·lulars d’Estudi de les Malalties Mitocondrials 
 Les investigacions dels desordres associats a mutacions en el mtDNA s�han 

retrassat degut a les dificultats de treballar amb material derivat de pacients. La 

majoria de les mutacions són heteroplàsmiques en els teixits disponibles, i algunes 

TP: Timidin fosforilasa; WFS1: Wolframina; TK-2: Timidin kinasa 2; DGUK: deoguanosina quinasa; FRDA: 

Gen de la frataxina; SPG7: Gen de la paraplegina; DPP1: diacilglicerol pirofosfat fosfatasa 
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d�aquestes poden no expressar el fenotip de la malaltia. Més encara, les cèl·lules 

obtingudes de pacients (fibroblastes o mioblastes), normalment ofereixen pobres 

característiques de creixement i fins i tot poden perdre la mutació d�interés. Quan 

s�analitzen els efectes de mutacions en el mtDNA, la validació dels resultats al 

comparar-los amb teixits controls de diferents individus es veu dificultada per la 

influència de gens nuclears. 

 El sistema dels híbrids transmitocondrials permet superar la majoria dels 

problemes anteriorment comentats. És possible repopular cèl·lules humanes 

depleccionades de mtDNA (cèl·lules ρ0) amb mtDNA exogen obtingut de cèl·lules de 

pacients enucleades (King i Attardi, 1989). Gràcies a que aporten un transfons nuclear 

idèntic, la utilització dels cíbrids ha permès caracteritzar els efectes bioquímics i 

moleculars d�un ampli número de mutacions patogèniques en el mtDNA. 

  

1.8 Espècies Reactives d’Oxigen (ROS) 
En les reaccions de transferència d�electrons, com ara les de la via OXPHOS, 

es poden formar metabòlits d�O2 parcialment reduïts i altament reactius. Són coneguts 

com a �espècies reactives d�oxigen� (ROS) degut a la seva elevada capacitat reactiva 

en comparació amb l�O2.  

ROS s�han classificat generalment com a radicals lliures, però això és 

incorrecte ja que no tots els ROS són radicals lliures. Un radical lliure és definit com a 

qualsevol espècie molecular o atòmica que conté un o més electrons desaparellats en 

un dels seus orbitals moleculars (Halliwell, 1989). L�O2 molecular es pot considerar un 

radical lliure perquè té dos electrons desaparellats amb spin paral·lel en els diferents 

orbitals π-lliures, fet que li permet tenir una certa estabilitat i propietats 

paramagnètiques. L�O2 és capaç d�acceptar electrons cap als seus orbitals lliures, 

començant el procés com a �reduït�, per a funcionar després com a un potent agent 

oxidant. La reducció del O2 amb un electró resulta en la generació de l�anió superòxid 

(O2
.-), ja sigui mitjançant catàlisi enzimàtica, o be alliberació d�un electró per vàries 

reaccions de transferència d�electrons. En solvents orgànics el O2
.- és molt estable, en 

canvi quan està en solució aqüosa té una vida mitja molt curta. Aquesta inestabilitat és 

deguda a que ràpidament és dismutat a peròxid d�hidrogen (H2O2), reacció facilitada 

en condicions de pH més acidificants, perquè en el medi aqüós hi ha elevades 

concentracions de la forma protonada del O2
.-, l�hidroperòxil (HO2·). Tot i que la 

dismutació del O2
.- és la font principal de producció de H2O2 en les cèl·lules eucariotes, 

cal dir que el H2O2 també es pot formar per la reducció directa del O2 en acceptar dos 

electrons, mecanisme de reducció compartit per vàries flavoproteines oxidases 

(Massey, 1994). El H2O2 no és un radical lliure, és una molècula molt més estable que 
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el O2
.-, i al contrari que aquest, és capaç de difondre lliurement a través de les 

membranes biològiques. El H2O2 és un agent oxidant menys potent que el O2
.-. Però en 

presència de metalls de transició, com són el coure o el ferro, el H2O2 pot donar lloc a 

un radical lliure altament reactiu i tòxic, el radical hidroxil (OH·), mitjançant la reacció 

de Fenton (Halliwell i Gutteridge, 1992). 

ROS produïts a la mitocòndria i d�altres fonts cel·lulars s�han considerat 

tradicionalment com a productes tòxics del metabolisme amb potencial per a generar 

dany sobre lípids, proteïnes i DNA (Freeman i Crapo, 1982). Però estudis recents 

suggereixen que les ROS no només tenen un paper perjudicial per al metabolisme 

cel·lular, sino que també són essencials en processos de senyalització intracel·lular i 

regulació (Finkel, 1998; Rhee, 1999). 

 

1.8.1 Fonts de Generació de ROS 
Una de les fonts més importants de generació de ROS és la cadena 

respiratòria. El potencial de reducció estàndard per la conversió de l�oxigen molecular 

a O2
.- és de -0.160 V (Wood, 1987). La cadena respiratòria inclou tota una sèrie de 

centres redox amb potencials de reducció estàndards entre -0.32 V (NAD(P)H) fins a 

+0.39 V (citocrom a3 al complex IV). Degut a l�ambient altament reductor que hi ha dins 

la mitocòndria, varis components respiratoris, incluint flavoproteïnes, grups ferro-sofre i 

la ubisemiquinona, són termodinàmicament capaços de transferir un electró a l�oxigen. 

Més encara, la majoria de reaccions de la via OXPHOS són transferències d�un únic 

electró, fet que afavoreix la reducció monovalent de l�oxigen. 

La primera evidència de producció de ROS per la mitocòndria data de 1973, 

quan Boveris i Chance reportaren que l�addició d�oxigen a la mitocòndria anaeròbica 

provocava una transitòria reducció del citocrom b, enlloc de l�esperada oxidació. A 

aquest fenomen l�anomenaren �reducció del citocrom b induïda per oxidants�. Tal i com 

s�explica en detall a l�apartat 1.5.3, el coenzim Q és totalment reduït a la part interna de 

la membrana mitocondrial (ubiquinol, QH2) i després migra cap a la cara externa de la 

membrana interna portant 2H+, que entren a formar part del “pool” necessari per a 

mantenir la fosforilació de l�ADP. Mentrestant, a la cara externa de la membrana un 

electró és transferit al citocrom c1 (via la proteïna de Rieske), resultant en la formació 

de la ubisemiquinona (Q·). El segon electró és necessari per a reduïr el citocrom b, 

però eventualment algun electró pot escapar cap a l�oxigen i generar O2
.-. Sota 

condicions normals es necessita un oxidant per la reducció del citocrom b, a no ser 

que un electró sigui transferit a l�oxigen. L�inhibidor antimicina A s�uneix al citocrom b, 

provocant un augment en els nivells de Q·, i subseqüentment incrementant també la 

formació de O2
.- (Boveris i Chance, 1973) (figura 13). Altres inhibidors com són el 
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NoHOQnO (Van Ark i Berden, 1977) o funiculosin (Nelson i col., 1977) poden produir 

el mateix efecte. En canvi, el mixotiazol (mitjançant inhibició de la proteïna de Rieske 

Fe-S), la cianida i la deplecció del citocrom C (prevenint que els electrons arribin a 

l�oxigen) són capaços d�inhibir la sobre-producció observada d�anió superòxid en 

presència d�antimicina A (Turrens i col., 1985). Degut a que la inhibició per mixotiazol 

no és completa, es va suggerir que hi podien haver llocs addicionals de producció de 

ROS al complex III (Starkov i Fiskum, 2001; Young i col., 2002).  

A valors elevats de potencial de membrana mitocondrial interna (entorn a 200 

mV)  també es bloqueja el citocrom b, produïnt-se el mateix efecte que l�observat per 

l�antimicina A (Cadenas i Boveris, 1980). 

 El complex III sembla ser responsable de la majoria del O2
.- produït en les 

mitocòndries del cor i dels pulmons (Turrens i Boveris, 1980; Turrens i col., 1982; Chen 

i col., 2003). En canvi, sota condicions normals, sembla que la font de producció 

majoritària de ROS en les mitocòndries del cervell és el complex I (Barja i Herrero, 

1998; Barja 1999).  

Així doncs, la segona font de producció de ROS a la mitocòndria s�ha atribuïda 

al complex I (Turrens i Boveris, 1980). Diferents grups observaren que en presència de 

substrats que uneixen NAD+,  la generació de ROS era molt petita, però incrementava 

molt en activar la respiració via el succinat. Dit augment era degut a un flux invers 

d�electrons del succinat cap al NAD+, aportant equivalents de reducció a un 

transportador redox del complex I que serveix de lloc de producció de ROS (Cino i Del 

Maestro, 1989; Kwong i Sohal, 1998). El procés era inhibit per la rotenona, que 

boquejava el flux d�electrons entre la ubiquinona i el centre Fe-S de N-2 (Turrens i 

Boveris, 1980; Hansford i col., 1997; Liu i col., 2002). Un estudi recent, depleccionant 

les mitocòndries de citocrom C, ha demostrat que la producció de ROS al complex I 

està acoplada a l�alliberació del citocrom C i a la reducció del NAD(P)+ a nivells quasi 

màxims (Kushnareva i col., 2002).  

El lloc de producció de ROS (*ROS) en el complex I encara no està molt clar. 

Moltes evidències apunten a que deu estar situat molt a prop del lloc de unió de la 

rotenona.  Liu i col·laboradors, emprant difenileneiodum, un agent modificador de 

flavins amb certa especificitat pel FMN del complex I, han demostrat inhibició de la 

producció de ROS mediada per rotenona, suggerint que *ROS ha d�estar localitzat o al 

flavin, o bé a 3� d�aquest (Liu i col., 2002). La producció de ROS en el lloc proximal a la 

unió de la rotenona és completament inhibida pel p-cloromercuriobenzolat (Genova i 

col., 2001), un reactiu tiol que bloqueja els centres Fe-S del complex I, suggerint que el 

*ROS deu ser un acceptor d�un sol electró altament negatiu, probablement un centre 

Fe-S lligat al flavín. 
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Fig.13: Fonts de generació de ROS a la mitocòndria. El complex I i el lloc Qi del complex III alliberen el 

O2
.- produït directament a la matriu. En canvi, el lloc Q0 l�allibera a l�espaï intermembrana, d�on pot ser 

exportat al citosol via canals voltatge-depenents (Han i col., 2003). Amb una línia vertical s�indiquen els 

llocs d�inhibició de l�antimicina A, la rotenona i l�estigmatelina. Modificat de Chen i col., 2003. 

 

En general, només un 2-6% de l�oxigen consumit és parcialment reduït a O2
.- 

(Chance i col., 1979; Lippman, 1981), i el rendiment diari de producció de O2
.- pot 

arribar a 3x107 molècules per mitocòndria (Ribier i col., 1994). Sota condicions 

fisiològiques normals, el O2
.- produït a la mitocòndria pot ser metabolitzat per l�enzim 

superòxid dismutasa Mn2+ (Mn-SOD) i altres enzims scavenger, convertint-lo a peròxid 

d�hidrogen (H2O2), fet que manté els nivells de O2
.- i de H2O2 a una concentració 

constant de 10-10M i 5x10-9M, respectivament (Cadenas i Davies, 2000).  

Cal afegir que en l�estadi 4 de la respiració, o sigui en absència d�ADP, el 

moviment de H+ cap a l�ATP sintetasa s�atura i el gradient de H+ es concentra 

provocant que el fluxe d�electrons minvi i la cadena respiratòria torni més reduïda. Com 

a conseqüència, els nivells fisiològics de O2
.-  augmenten. 

Hi ha altres fonts de producció de ROS a les cèl·lules eucariotes. El reticle 

endoplasmàtic conté enzims que catalitzen una sèrie de reaccions per detoxificar 

drogues lípid solubles i altres productes nocius del metabolisme. Els més estudiats 

d�aquests enzims són el citocrom P-450 i la familia b5, que poden oxidar àcids grassos 

no saturats i xenobiòtics i reduir l�O2 molecular, formant O2
.- i H2O2 (Aust i col., 1972; 

Capdevila i col., 1981; Freeman i Crapo, 1982).  

Els peroxisomes són una font important de producció cel·lular total de H2O2 

(Boveris i col., 1972). Contenen una sèrie d�enzims generadors de H2O2 com són el 

glicolat oxidasa, el D-amino acid oxidasa, l�urat oxidasa, l�L-α-hidroxiàcid oxidasa i 

l�acil-CoA oxidasa. Però només una ínfima fracció del H2O2 produït als peroxisomes 

escapa de l�acció de la catalasa peroxisomal (Boveris, 1977). 
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Hi ha altres oxidases intracel·lulars membrana-associades capaces de generar 

ROS durant els seus cicles catalítics, com són la xantina oxidasa, l�aldehid oxidasa, la 

dihidroorotat dehidrogenasa, la flavoproteïna dehidrogenasa i el triptofen dioxigenasa.  

L�autooxidació de petites molècules com són la dopamina, l�epinefrina, flavins i 

hidroquinones poden ser una important font intracel·lular de producció de ROS 

(Freeman i Crapo, 1982). 

Una altra font important de producció de ROS són les oxidases plasmàtiques 

associades a membrana. La més ben caracteritzada és la NADPH oxidasa, que té una 

funció específica en la defensa de l�organisme contra infeccions per microorganismes 

(Segal i Shatwell, 1997; Babior, 1999).  

 
1.9 Enzims Antioxidants 

Els sistemes de defensa antioxidant són essencials per a detoxificar ROS a les 

cèl·lules aeròbiques. La definició clàssica d�antioxidant és aquella substància que es 

presenta a baixa concentració, comparant-la amb els substrats oxidables, i que és 

capaç de prevenir o minvar significativament l�oxidació de dits substrats (Halliwell i 

Gutteridge, 1992). Els enzims antioxidants més importants són els superòxids 

dismutases, la catalasa i els glutations peroxidases (Fridovich i Freeman, 1986). 

 

1.9.1 Superòxid dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) 
És el primer enzim que actua en la defensa de l�organisme davant la producció 

d�espècies reactives d�oxigen. Catalitza la reacció de dismutació de l�anió superòxid a 

oxigen molecular i peròxid d�hidrogen:  
2O2

.- + 2H+         H2O2 +O2  

Una altra funció de la SOD és protegir les dehidratases (àcid dihidroxi-

dehidratasa, aconitasa 6-fosfogluconat dehidratasa i fumarasa de la seva inactivació 

per l�anió superòxid (Benov i Fridovich, 1998). 

En humans hi ha tres formes de SOD: La citosòlica SOD-CuZn (SOD1), la 

mitocondrial Mn-SOD (SOD2), i l�extracel·lular (EC-SOD) que també és SOD-CuZn 

(SOD3). 

 
1.9.1.1 SOD1 o SOD-CuZn  

Localitzada en espais citoplasmàtics intracel·lulars (citoplasma, compartiments 

nuclears i lisosomes) (Keller i col., 1991; Crapo i col., 1992; Liou i col., 1993), tot i que 

estudis recents també l�han localitzada a la mitocòndria, concretament a l�espaï 

intermembrana (Takeuchi i col., 2002; Ilieva i col., 2002; Higgins i col., 2002). 
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És un homodímer de 32 kDa. 

Cada monòmer consta de 151 

aminoàcids plegats en vuit “β-

barrels”, conectats entre si per 

bucles externs (figura 13a). El centre 

actiu de la SOD1 bovina consisteix 

en un ió coure (Cu2+ oxidat) i un zinc 

(Zn) units per un anell imidazol de 

His61 (Banci i col., 1998). El Cu està 

coordinat per tres lligams histidina i 

una molècula d�aigua, mentres que 

el Zn està lligat a dues histidines 

adicionals i un àcid aspàrtic (figura 

13b).  

El mecanisme d�activació de l�enzim està regulat pel seu producte. SOD-CuZn 

és actiu quan el Cu està oxidat a Cu2+. La seva inactivació pel H2O2 és la 

conseqüència de vàries reaccions: primer, el lloc actiu Cu2+ és oxidat a Cu1+ pel H2O2; 

llavors es produeix l�oxidació del Cu1+ per una altra molècula de H2O2, generant-se un 

oxidant molt potent, que deu ser Cu1+O, Cu2+OH o Cu3+; i finalment es produeix 

l�oxidació de la His61, causant la pèrdua de l�activitat SOD (Liochev i Fridovich, 1998).  

El gen que codifica per SOD1 s�ha localitzat en el cromosoma 21 en humans 

(21q22) (Levanon i col., 1985), fet que va suggerir que podria tenir relació amb la 

síndrome de Down, però aquests pacients presenten un 50% d�augment d�activitat 

SOD degut a que tenen més proteïna. Aquest augment de dosi s�ha associat a alguns 

símptomes com anormalitats patològiques de les unions neuromusculars amb la 

llengua (Avraham i col., 1988), però no te cap implicació amb els símptomes més 

importants (De la Torre i col., 1996). En canvi, s�han trobat més de 90 mutacions en 

SOD1 responsables del 15-20% dels casos d�esclerosi lateral amiotròfica familiar 

(FALS) (http://www.alsod.org).  

L�expressió de SOD1 citosòlica és estable i la seva activitat ha estat 

normalment considerada com un control intern de l�expressió del seu gen. Tot i que la 

seva expressió és constitutiva, els nivells de mRNA de SOD1 poden variar 

dramàticament en resposta a diferents condicions fisiològiques. S�han vist augmentats 

després d�exposició a peròxid d�hidrogen (Yoo i col., 1999a), xoc tèrmic (Hass i 

Massaro, 1988), estrés (Inoue i col., 1996), llum ultraviolada i radiació X (Isoherranen i 

col., 1997; Leccia i col., 2001; Yamaoka i col, 1994), metalls pesats (Yoo i col., 1999b), 

i varis missatgers químics com per exemple el t-butil-hidroquinona, el β-naptoflavon o 

b)

a)

b)

a)

Fig. 13: a) Esquema de l�estructura homodimèrica de 

la SOD1. b) Detall esquemàtic del centre actiu del 

enzim. (Modificat de http://srs.dl.ac.uk/mbg/sod.html). 
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la iodeacetamida (Yoo i col., 1999c). Anàlisi de la regió proximal del promotor va 

demostrar l�existència de llocs de unió Sp1/Egr-1/WT-1, involucrats en expressió basal 

i induïda per TPA de SOD1 (Minc i col., 1999). Els nivells de mRNA de SOD1 s�han 

trobat disminuïts en cèl·lules epitelials i en fibroblastes després de ser sotmeses a 

hipòxia (Jackson i col., 1996). La droga anticancerígena mitomicina C també reprimeix 

la transcripció del gen de la SOD1 en cèl·lules d�hepatoma humà (Cho i col., 1997). 

 

1.9.1.2 SOD2 o SOD-Mn  
Localitzada a la mitocòndria de les cèl·lules anaeròbies. Proteïna codificada per 

un gen nuclear localitzat a 6q25 (Church i col., 1992), que se sintetitza en el 

citoplasma i gràcies a un pèptid senyal és direccionalitzada cap a la mitocòndria 

(Weisiger i Fridovich, 1973).  

S�ha identificada l�estructura cristal·lina humana (Borgstahl i col., 1992). És un 

homotetràmer de 96 kDa (figura 14a). El monòmer (23 kDa) consta de dos dominis. El 

domini N-terminal es composa dels residus 1-84 i està format primàriament per dues 

cadenes d�hèlix α antiparal·leles separades per una mitja volta d�hèlix, formant una 

espècie d�estructura helical amb forma de forqueta, que és essencial per al plegament 

i la formació del tetràmer. El domini C-terminal (residus 85-198) conté una làmina β 

central formada per tres cadenes anti-paral·leles, rodejades de 7 hèlixs-α. En el lloc 

actiu de cada subunitat, situat entre els dos dominis, hi ha un àtom de manganés lligat 

pels residus His-26 de α1 i la His-74 de α2 de N- terminal,  i  l�Asp-159  de  β3  i  la  

His-163 de la regió H (residus 161-167) del domini C-terminal, i una molècula d�aigua 

(figura 14). El tetràmer es forma per associació de les forquetes helicals dels dominis 

N-terminals, generant-se una estructura compacta. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Fig.14: Estructura cristal·lina de la SOD2 humana. A) Tetràmer amb cada subunitat pintada amb un color 

diferent. El lloc actiu, amb l�àtom de manganés es mostra en color fúcsia. B) Detall estructural del lloc 

actiu, envoltat dels residus asparragina (Asp) i histidina (His), igual que les molècules d�aigua (Wat). 

(Modificat de Leveque i col., 2000). 

a ba b
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El mecanisme d�acció és comú per totes les SOD. L�ió metàl·lic (M) catalitza la 

reacció de dismutació de l�anió superòxid gràcies a un mecanisme cíclic d�oxidació-

reducció: 

1) M3+ +O2
.-       M2+ + O2 

2) M2+ + O2
.-+2H+     M3+ +H2O2 

En el cas de la SOD-Mn, l�àtom Mn de cada subunitat va canviant de Mn3+ a 

Mn2+ , i torna a Mn3+ durant les dues etapes del procés de dismutació del O2
.-.  

SOD2 s�expressa en la majoria de tipus cel·lulars i teixits amb elevats nivells. 

Tot i així, la seva expressió és altament regulada per un ampli ventall de senyals 

intracel·lulars i ambientals. La caracterització de la regió flanquejant 5� del gen SOD2 

ha desvetllat que el promotor no conté ni seqüència TATA ni seqüència CAAT, però té 

zones riques en GC inmediatament a 5� del lloc d�inici de la transcripció (Wan i col., 

1994; Zhang, 1996; Yeh i col., 1998). Anàlisis computacionals i assajos de footprinting 

han trobat un nombre putatiu de llocs de unió pels factors de transcripció Sp1 i AP2, en 

el promotor proximal del gen SOD2 humà. Les dues proteïnes tenen efectes oposats 

en l�expressió de SOD2: mentres Sp1 promou la transcripció, la proteïna AP2 

significativament reprimeix l�activitat del promotor (Zhu i col., 2001).  

Un ampli ventall de components indueixen la transcripció de SOD2. Citoquines 

com les interleukines (IL)-1 (Masuda i col., 1988; Visner i col., 1992), IL-4 i IL-6 

(Dougall i col., 1991), el TNF-α (Visner i col., 1992; Wong i Goeddel, 1988), el 

lipopolisacàrid (LPS) (Visner i col., 1990) i el IFN-γ (Harris i col.,  1991) són potents 

activadors de SOD2 en diferents teixits i tipus cel·lulars. S�ha caracteritzat el cebador 

induïble per citoquines en el gen SOD2 humà (Rogers  i col., 2000). Conté llocs de 

unió pels factors de creixement NF-kB, C/EBP i NF-1. 

L�expressió de SOD2 no només és regulada a nivell de la transcripció, també a 

nivell de la translació, per proteïnes de unió a RNA. A la regió 3� no traduïda del seu 

mRNA, s�hi uneix una proteïna específica que augmenta l�eficiència de la traducció 

(Chung i col., 1998). Encara no es coneix la identitat d�aquesta proteïna de unió, però 

s�ha vist que és regulada per una tirosina quinasa. La seva forma activa és la 

defosforilada (Knirsch i col., 2001). 

 

1.9.1.3 SOD3 o SOD-EC  
El gen que codifica per SOD3 en humans es localitza a la regió 4p-q21 

(Hendrickson i col., 1990). SOD extracel·lular és una proteïna de secreció tetramèrica 

amb un grup coure-zinc, que conté una glicoproteïna que presenta elevada afinitat per 

certs glicosaminglicans com són l�heparina i l�heparan sulfat (Adachi i col., 1998). És 

un homotetràmer de 135 kDa que es localitza en els espais intersticials dels teixits i 
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també en fluids intracel·lulars, essent la responsable de la major activitat SOD en 

plasma, limfa, i fluid sinovial (Marklund i col., 1982; Marklund i col., 1986). EC-SOD no 

és induïble pel seu substrat o altres oxidants, i la seva regulació en mamífers es deu a 

una coordinació entre citoquines, enlloc d�una resposta individual de les cèl·lules als 

oxidants (Buschfort i col., 1997). EC-SOD controla la disponiblitat d�anió superòxid 

extracel·lular, la qual cosa és molt important per a la regulació d�un ampli ventall de 

vies metabòliques, incluint la via de inactivació de l�àcid nítric (Levin i col., 1998). 

 
1.9.2 Catalasa (E.C 1.11.1.6) 

La catalasa és un enzim peroxisomal present en quasi tots els organismes 

aeròbics, i que té la funció de protegir la cèl·lula dels efectes tòxics dels peròxids 

d�hidrogen, catalitzant la descomposició de dues molècules d�H2O2 en dues molècules 

d�aigua i una d�oxigen (Von Ossowski i col., 1993). També reacciona amb donadors de 

grups H, com són el metanol, l�etanol, l�àcid fòrmic, el fenol, etc. És l�enzim més 

eficient que es coneix, fins al punt que no se satura per H2O2 a cap concentració 

(Lledías i col., 1998).  

És un hemo-enzim tetramèric format per quatre monòmers idèntics de 60 kDa. 

L�estructura cristal·lina de la catalasa de fetge boví (Murthy i col., 1981) revela que 

l�estructura primària del monòmer consisteix en una cadena polipeptídica de 506 

aminoàcids, més un grup hemo, més una molècula de NADPH (figura 15). Cada 

monòmer té quatre dominis. El primer domini es composa dels 75 residus de la part 

amino-terminal. Aquests formen un braç amb dues hèlix α i un llarg bucle que s�extén 

des de la subunitat globular. El segon i més gran domini conté el grup hemo. Està 

compost pels residus 76 al 320 i mereix ser classificat com un domini α+β. Inclou el “β-

barrel” i diversos segments helicals de tres o quatre voltes cada una, amb varis loops. 

El “β-barrel” consisteix en vuit fulles β laminars antiparal·leles, que giren formant una 

superfície tancada cilíndrica. El tercer domini comprèn els residus 321 al 436, i se 

l�anomena el domini d�envoltura. Aquest domini consta del lligand hemo fenòlic, 

Tyr357. I el quart domini és la porció carboxi-terminal, que comprèn des del residu 437 

al 506, i està doblegada en quatre voltes d�hèlix, similar al plegament de la globina. 

L�ensamblatge del complex multimèric es fa mitjançant els dominis terminals i els 

dominis d�envoltura de cada monòmer. 

L�estructura quaternària mostra els NADPHs exposats a la superfície, i els 

motius hemo insertats en el mig de cada monòmer, comunicats amb la superfície 

mitjançant una espècie de canal altament hidrofòbic que s�anomena la cavitat hemo. 

La cara proximal (la que mira al cor del tetràmer) i la distal (la que mira a la superfície) 

del grup hemo són de naturalesa bastant diferent. A la cara proximal hi ha l�hèlix 
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essencial del domini d�envoltura, que aporta tres residus claus, Arg353, Ala356 i 

Tyr357. La part fenòlica de la Tyr357 actua com el quint lligam de l�àtom de ferro 

central (Fe) de l�anell hemo, els altres 4 lligams d�aquest ferro són nitrogens del mateix 

anell hemo.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 15:  Estructura de la catalasa humana. a) Monòmer, on s�aprecia el lloc actiu hemo (vermell) envoltat 

del “β-barrel” (groc), “α-hèlixs” (blau) i “loops” (gris). Al fons el NADPH (verd obscur); b) El tetràmer 

(Modificat de Putnam i col., 2000). 

 

El mecanisme catalític encara no es coneix amb precisió, però el més acceptat 

comprèn una reacció en dues etapes (Deisseroth, i col., 1970): 

1) H2O2 + Fe3+-E  H2O + O=Fe4+-E 

2) H2O2 + O=Fe4+  H2O + Fe3+-E + O2 

On Fe-E representa el centre de Fe de l�anell hemo unit a la resta de l�enzim. A 

la primera etapa (1), una molècula de peròxid d�hidrogen entra a la cavitat hemo, on 

queda retinguda en interaccionar amb els residus His75 i Asn148. És en aquesta 

posició on es dóna el primer pas de la catàlisi. L�hemo Fe3+ redueix la molècula de 

peròxid d�hidrogen a aigua i genera una espècie oxiferril covalent O=Fe4+ (component 

I), més un radical hemo (Ivancich i col., 1997). El radical ràpidament es degrada en 

una altra reacció de transferència d�electró, deixant novament l�anell hemo inalterat. 

Durant la segona etapa (2), el component I oxida la segona molècula de peròxid 

d�hidrogen per a donar lloc a l�enzim original (Fe3+-E), una altra molècula d�aigua, i un 

mol d�oxigen molecular. La reactivitat del grup hemo és exacerbada pel lligam felonat 

de la Tyr357 a la quinta posició del Fe, la qual cosa ha d�ajudar a l�oxidació del Fe3+ a 

Fe4+, i a llevar l�electró de l�anell hemo. Evidències experimentals demostren que 

l�eficiència de la catalasa deu ser, en part, deguda a la interacció de la His75 i l�Asn148 

amb el substrat, ja que la modificació de la His75 amb 3-amino-1,2,4-triazol inhibeix 

l�enzim, impedint la unió del substrat (Putnam i col., 2000). 

A BA B
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L�acció del NADPH encara no està molt clara, tot i que activitats baixes de 

catalasa en fibroblastes de Xeroderma pigmentosum i de línies cel·lulars humanes SV-

40 transformades s�han associades a baixes concentracions intracel·lulars de NADPH 

(Hoffschir i col., 1998). Estudis més recents suggereixen que el NADPH protegeix 

l�enzim de l�oxidació mediada pel seu propi substrat (Kirkman i col., 1999). 

 

1.9.3 Glutatió Peroxidasa (E.C 1.11.1.19) 
La glutatió peroxidasa té la funció de reduir el H2O2 i els àcids grassos 

hidroperòxids (ROOH), emprant el glutatió (GSH) com a font reductora. Hi ha almenys 

cinc isoenzims glutatió peroxidasa (GSH-Px) en mamífers. Tot i que la seva expressió 

és ubiqüa, els nivells de cada isoforma varien depenent del tipus de teixit. La GSH-Px 

citosòlica i mitocondrial (GSH-Px1), codificada per un gen localitzat en el cromosoma 3 

(Gladyshev i col., 1999), es localitza a la majoria de teixits, tot i que predomina en 

eritròcits, renyó i fetge. La isoforma gastrointestinal o GSH-Px2 és molt semblant a 

GSH-Px1. El seu gen es localitza en el cromosoma 14 (Gladyshev i col., 1999), i la 

seva funció encara és motiu de debat, tot i que se la relaciona amb el metabolisme 

xenobiòtic (Brigelius-Flohé, 1999). La GSH-Px plasmàtica (GSH-Px3) es va descobrir 

en plasma sanguini (Takahashi i col., 1987) a on té una funció antioxidant extracel·lular 

i de sistema de defensa contra hostes externs (Brigelius-Flohé, 1999). La fosfolípid 

hidroperòxid GSH-Px4, s�expressa majoritàriament en cèl·lula epitelial renal i testicle. 

GSH-Px5, la isoforma més recent que s�ha trobada, és seleno-independent i 

s�expressa en epidídim (De Haan i col., 1998). 

Tot i que la GSH-Px comparteix 

substrat amb la catalasa, s�ha constatat 

que el cicle redox del glutatió és la font 

més important contra nivells baixos 

d�estrés oxidatiu, mentre que la catalasa 

és més efectiva protegint d�estrés sever 

(Izawa i col., 1996). 

GSH-Px1 humana (Ren i col., 

1997) és un tetràmer de 80 kDa que conté 

en el seu centre actiu un residu selenocis- 

-teïna en cada una de les quatre subunitats idèntiques. El monòmer té la típica 

estructura de tioredoxina, que consisteix bàsicament en una làmina β central 

flanquejada per vàries hèlix α (figura 16). La làmina β central es composa de cinc 

cadenes β (β1-β5), compostes majoritàriament   per   residus  hidrofòbics, amb només 

Fig. 16: Estructura del tetràmer de la GSH-

Px1. Làmina β central (verd); hèlix α

(vermell); residu cisteïna (lila).  
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dos residus amb càrrega, (una Arg i una Lys). Flanquejant aquesta làmina β hi ha 

quatre hèlix α (α1-α4). El residu seleno-cisteïna (Cso45) està ubicat en el bucle que 

uneix la cadena β1 amb l�hèlix α1.  

El mecanisme de catàlisi encara no es coneix amb precisió. Estudis en l�enzim 

boví suggereixen que la reducció de l�hidroperòxid per la GSH-Px és un procés cíclic i 

que el residu cisteïna està implicat en la catàlisi. S�ha suggerit que l�àtom de seleni 

experimenta dos canvis de valència en el cicle, passant d�anió selenolat (R-Se-) a àcid 

selenènic (R-Se-OH). Per a reduïr els hidroperòxids, el R-Se- és oxidat per 

l�hidroperòxid a R-Se-OH, la qual cosa fa que sigui subseqüentment reduït de nou a R-

Se- pel GSH (Epp i col., 1983; Maiorino i col., 1995). 
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2. Objectius 
2.1 Objectiu General 
 

L’objectiu principal d’aquesta tesis és determinar si les mutacions en el 

mtDNA indueixen sobre-producció d’espècies reactives d’oxigen. La nostra hipòtesi 

de treball és que mutacions en el mtDNA bloquegen la cadena de transport 

d’electrons, generant més producció de ROS. Per contrarrestar aquesta hipòtesi 

seguirem una via indirecta, estudiant en els models de cíbrids transmitocondrials la 

resposta antioxidant com a indicadora de generació d’espècies reactives d’oxigen, i 

de la capacitat detoxificadora cel·lular.  

Per a assolir aquest objectiu general, ens marquem els següents objectius 

específics: 

 
2.2 Objectius Específics 
 
1.- Diagnosticar molecularment els pacients susceptibles de patir malaltia 

mitocondrial, que constituiràn la base per generar els nostres models d’estudi. 

 
2.- En el cas de trobar noves mutacions, estudiar la seva possible patogenicitat. 

 
3.- Generar cíbrids transmitocondrials dels pacients diagnosticats.  

 
4.- Validar, en el model cel·lular generat, la reproductibilitat dels símptomes 

bioquímics observats prèviament en els pacients.  

 
5.- Estudiar l’activitat i l’expressió dels enzims antioxidants en els cíbrids 

transmitocondrials. 

 
6.- Assegurar-nos de que paràmetres independents a la mutació en el mtDNA, com 

per exemple l’edat de la línia cel·lular, no afectin a les determinacions de l’activitat 

antioxidant. 
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3. Material i Mètodes 
3.1 Diagnòstic de pacients 
3.1.1 Pacients d’Estudi 
3.1.1.1 Pacient 1: Dona diabètica de 39 anys, que va acudir a la Unitat de Malalties 

Neuromusculars per a valoració d�un quadre de debilitat muscular i intolerància a 

l�exercici, que l�estava afectant en els últims 6 anys. Havia estat diagnosticada de 

Diabetis mellitus als 30 anys, després d�haver patit durant els dos anys anteriors 

astenia, polinuria i polidipsia. 

 En l�anamnesi, la pacient referí cansanci en determinades activitats 

quotidianes, com a pujar escales, aixecar-se de la cadira o aixecar objectes. Si 

s�esforçava apareixien palpitacions i dificultats respiratòries. El quadre clínic havia 

empitjorat en els darrers dos anys. Últimament la pacient havia començat a 

desenvolupar una progressiva disminució de la percepció auditiva. 

 En l�exploració neurològica es va observar debilitat muscular simètrica afectant 

als músculs proximals, tant de la cintura escapular com de la pèlvica. No s�observaren 

atròfies musculars. Els reflexes musculars estaven hipoactivats. No es detectaren 

alteracions en les sensibilitats. L�examinació dels parells cranials va desvetllar sordesa 

bilateral de característiques neurosensorials, confirmant per audiometria hipoacusia 

neurosensorial bilateral. 

En les determinacions analítiques en sang la glucèmia basal en dijuni era de 

229 mg/dL (valors normals 71-110 mg/dL), i la creatina quinasa (CK) de 1.47 mg/dL 

(valors normals <1.1 mg/dL). Les concentracions plasmàtiques tant de CK com de 

lactat, foren normals. 

En l�examinació neurofisiològica, l�electromiograma (EMG) paradòxicament fou 

normal, sense evidència electrofisiològica de miopatia. La tomografia axial 

computeritzada (TAC) cerebral no va mostrar ni lesions ni calcificacions anòmales. 

Investigant els antecedents familiars desvetllàrem que tant l�àvia materna com 

la mare havien patit Diabetis mellitus, i aquesta darrera també estava afectada 

d�hipoacusia bilateral. 

 
3.1.1.2 Pacient 2: Dona de 34 anys amb història de progressiva fatigabilitat muscular. 

Als 20 anys va començar a desenvolupar lipomes confluents simètrics al voltant del 

coll i a la part superior del tronc, sense deformitats a l�esquelet, que han estat tractats 

amb tres intervencions quirúrgiques en el darrer any.  L�examinació neurològica va 

mostrar hipoacusia neurosensorial bilateral, mioclonus, ataxia i afectació dels nervis 

cranials. L�examinació oftalmoscòpica fou normal, sense afectació dels músculs 

oculars. Poc temps després, la pacient va desenvolupar severa intolerància a 
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l�exercici, fins al punt que no era capaç ni de caminar distàncies molt curtes. L�EMG va 

mostrar patró miopàtic amb polineuropatia axonal sensitiva. Seguidament va debutar 

amb disartria, disfagia i ptosi palpebral, suggerint una apoplèxia. Sumat a aquests 

símptomes, va presentar insuficiència ventilatòria, fallida multiorgànica i acidosi làctica. 

La història familiar de la pacient mostrà lipomatosi múltiple simètrica (MSL) sense 

evidències neuromusculars en cinc relatius materns. Cap de les característiques 

clíniques freqüentment associades al síndrome de MERRF fou constatada en cap 

d�aquests cinc familiars materns estudiats. 

 
3.1.1.3 Pacient 3: Noia caucàsica de 21 anys, fruit d�un embaràs i part normals, amb 

desenvolupament cognitiu i motor normal fins als 3 anys, edat en la qual li detectaren 

una cataracta bilateral que requerí tractament quirúrgic. Als 7 anys va començar a 

desenvolupar una progressiva pèrdua auditiva neurosensorial. Durant els anys 

següents la pacient va debutar amb símptomes d�epil·lèpsia mioclònica amb 

evidències electroencefalogràfiques d�ones lentes i impulsos aïllats, atàxia cerebral, 

fatigabilitat muscular i progressiva pèrdua visual. L�àcid làctic basal als 12 anys fou 

elevat, 5,8 mmol/L (normal<1.8), i la CK en sèrum fou de 1000UI/L (normal<150). 

L�examinació clínica als 21 anys va mostrar atròfia muscular difusa, fatigabilitat 

muscular generalitzada, atàxia d�extremitats, severa deficiència visual amb atròfia 

òptica, i sordesa total.  L�EMG desvetllà un clar patró miopàtic. Els estudis de 

conducció motora mostraren neuropatia sensorimotora severa a les cames. Les 

imatges de ressonància magnètica del cervell desvetllaren atròfia cerebel·lar difusa 

amb hiperintensitats nodulars simètriques a les gànglies basals. La història familiar és 

negativa per malalties neuromusculars. 

 
3.1.1.4 Pacient 4: Noia de 16 anys, caucàsica sense antecedents familiars per 

malalties neuromusculars. La família havia notat una lenta i progressiva ptosi i 

empitjorament de la motilitat ocular des de que tenia 4 anys. L'examinació física als 12 

anys va desvetllar una ptosi bilateral i oftalmoplegia, sense fatigabilitat muscular. 

L'EMG fou miogènic, amb dèbils símptomes de polineuropatia motor-sensitiva. Els 

nivells de CK i els d'àcid làctic basal foren normals, però aquests darrers amb el test 

de sobrecàrrega de glucosa foren una mica elevats, 2,3 mmol/L (normal<1.8). L'estudi 

cardiològic fou normal. Darrerament, a l'edat de 17 anys, a més a més de la progressió 

moderada de la seva ptosi i oftalmoplegia, ha començat a desenvolupar fatigabilitat i, 

comparant amb la seva primera examinació física, mostra una marcada pèrdua de 

teixit gras subcutani. 
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3.1.1.5 Pacient 5: Una dona de 32 anys, caucàsica, amb pares sans i no 

consanguinis, patia de intolerància a l�exercici des de que tenia 20 anys. Al principi les 

fatigues apareixien després de practicar activitats esportives, però subseqüentment 

amb activitats quotidianes, com pujar escales, caminar més de 400 metres o mastegar 

menjar. Als 30 anys li diagnosticaren síndrome de fatiga crònica. No presentava ni 

rampes ni miàlgies ni pigmentinuria. L�exploració neurològica fou normal. Tant la 

resistència muscular, com els reflexes dels tendons, el �test cerebel·lar�, l�examinació 

sensorial i les funcions cognitives foren normals, així com la fundoscòpia i la creatina 

kinasa (CK) (141 U.I/L; normal<150). Els nivells d�àcid làctic en sang en estat de repòs 

foren una mica elevats, 3.48 mmol/L (normal<1.8). Els estudis de conducció motora i 

sensorial, EMG, EKG i l�ecocardiograma foren normals. El MRI en cervell no va 

mostrar anormalitats. 

 

3.1.1.6 Pacient 6: Adolescent caucàsic de 15 anys d�edat, fruit d�un embaraç i part 

normals. Als primers anys de la infància no desenvolupà cap irregularitat, fins que als 4 

anys va acudir al nostre hospital afectat de molèsties subagudes al caminar, després 

d�haver superat una pneumonia. L�examinació neurològica evidencià hipotonia 

generalitzada amb clonus al tendó d�Aquiles esquerre i efecte Babinski. Evidencià 

moviments típics de distònia espàstica al caminar. Les imatges de MRI del cervell 

mostraren la presència de necrosi bilateral de l�estriat (BSN). No tenia augmentats els 

nivells d�àcid làctic ni en el plasma ni en el fluïd cervell-espinal.  

El pacient ha estat seguit pel servei de Neurologia Infantil del Hospital Vall 

d�Hebrón des del seu primer episodi, evidenciant que la malaltia ha progressat cap a 

una distònia assimètrica generalitzada. Als 13 anys, una nova MRI mostrà noves 

lesions necròtiques dels ganglis basals. Actuament el pacient presenta un quadre 

sever de disàrtria i retràs mental moderat amb distònia generalitzada. La història 

familiar pels desordres neurològics era negativa. 

 

3.1.2 Estudi Bioquímic de la Cadena Respiratòria 
L�activitat dels enzims de la cadena respiratòria es determina sobre 

homogeneïtzats de teixit muscular o de cèl·lules en cultiu per espectofotometria. En el 

cas de la biòpsia muscular, s'homogeneïtzaren 40 mg de teixit en 450 µl de medi 

SETH (sacarosa 250 mM, EDTA 2 mM, Tris-HCl10 mM, heparina 50 U/ml, pH 7.4). 

Posteriorment es centrifugà a 800g durant 10 minuts a 4ºC. Es va transferir el 

sobranadant a un tub nou. Totes les determinacions es realitzaren sobre aquest 

sobranadant. 
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Pel que respecte als cultius cel·lulars, creixérem 107 cèl·lules/ml, i les recollírem per 

escrapeig amb medi SETH. Sonicàrem les cèl·lules durant 3 minuts al 50%, �duty-

cycle�, i férem les determinacions directament.  

 

3.1.2.1 Activitat NADH Citocrom C Oxidoreductasa: Complex I+III 
Mesuràrem l�activitat NADH citocrom C oxidoreductasa sensible a la rotenona 

(CI+CoQ+Complex III). 

- Procediment: en una cubeta posàrem 12.5 µl de sobranadant i 1000 µl d�aigua miliQ 

prèviament escalfada a 37ºC. Deixàrem preincubar durant 1 minut a 37ºC dins 

l�espectre per a que es rompessin les membranes mitocondrials. Tot seguit afegírem: 

- 250 µl de tampó Tris 50 mM a pH 8 (amb BSA al 5%), prèviament escalfat a 

37ºC 

- 3.75 µl de KCN 80 mM 

- 25 µl de Citocrom C 2 mM  

Després d�agitar la cubeta lleugerament, llegírem l�absorbència durant 1 minut 

a 550 nm a 37ºC. Passat aquest temps, afegírem 12.5 µl de NADH 40 mM, tornàrem a 

agitar i llegírem a 550 nm durant 3 minuts a 37ºC. I passat aquest temps, afegírem 2.5 

µl de rotenona 2 mM, per seguir llegint l�absorbència a 550 nm durant 3 minuts a 37ºC. 

  Calculàrem la pendent abans i després de l�addició de rotenona i calculàrem la 

diferència de pendents entre ambdues (∆A/min) segons la fórmula: 

 

 

On SN és contingut proteic del sobranadant donat en mg de proteïna/ml; Vf= 

volum final en ml (=1.306); Vm= volum de la mostra en ml (0.0125); 21.1= coeficient 

d�extinció molar del citocrom C. 

 
3.1.2.2 Activitat Succinat DCIPIP Oxidoreductasa: Complex II (SQ)   

Mesuràrem l�activitat diclorofenol indofenol oxidoreductasa (Complex II+CoQ) i 

succinat deshidrogenasa (SP).  

En aquest cas per a rompre les membranes cel·lulars descongelàrem i 

tornàrem a congelar 3 vegades una alíqüota del sobranadant. 

- Procediment: Mesclàrem en una cubeta: 

 - 900 µl de Tampó fosfat potàssic 62.5 mM pH 7.4 

 - 45 µl de sobranadant + 67.5µl de SETH 

 - 22.5 µl de DCPIP 0.5 mM, prèviament atemperat a temperatura ambient 

Preincubàrem durant 20 minuts a 30ºC, i després afegírem: 

[∆A/min*Vf*1000]/[21.1*Vm)ml*SN 
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 - 55.5 µl  acida sòdica 100 mM 

 - 4.5 µl rotenona 2mM 

 - 108 µl DCPIP 0.5 mM 

Acte seguit, agitàrem lleugerament la cubeta amb un vórtex i llegírem de 3 a 5 

minuts a 600 nm a 25ºC. Passat aquest temps, afegírem 55.5 µl de metasulfat de 

fenacina (PMS) 24 mM i llegírem durant 4 minuts més. 

Calculàrem la pendent, mesurant els increments d�absorbència (∆A/min) abans 

(SQ) i després (SP) d�afegir PMS. Les fórmules  foren les següents: 

SQ= 1504.3*∆Amin/P   

SP=1568.9*∆Amin/P 

On Vf= 1.293 ml per a SQ i 1.3485 ml per a SP. El coeficient d�extinció 

milimolar del DCPIP és 19.1. El Vm (volum de la mostra) en ml és 0.045. SN és el 

contingut proteic en mg de proteïna/ml del sobranadant. 

 

3.1.2.3 Activitat Succinat Citocrom C Oxidoreductasa: Complex II+III 
Rompérem les membranes cel·lulars descongelant i tornant a congelar 3 

vegades una alíqüota del sobranadant. 

- Procediment: Mesclàrem en una cubeta: 

- 900 µl de Tampó fosfat potàssic 62.5 mM pH 7.4 

- 45 µl de sobranadant + 67.5µl de SETH 

- 90 µl de succinat 250 mM 

- 22.5 µl d�aigua mili Q 

Preincubàrem 30 minuts a 30ºC, i després  afegírem: 

- 55.5 µl d�acida sòdica 100 mM 

- 4.5 µl de rotenona 2 mM 

- 168 µl de citocrom C 0.5% 

Tot seguit, agitàrem la cubeta amb un vórtex i llegírem l�absorbència a 550 nm 

durant 5 minuts a 25ºC. Calculàrem la pendent amb la fórmula: 

 

 

 On Vf és 1.353 ml; el coeficient d�extinció mM del citocrom C és 21.1; el Vm és 

0.045 ml; SN és el contingut proteic en mg de proteïna/ml del sobranadant. 

 

3.1.2.4 Activitat del Complex IV (Citocrom C oxidasa) 
L�activitat COX normalment és més elevada que la resta d�activitats. Degut a 

això, dil·luírem la mostra 1/5. 

[∆A/min*Vf*1000]/[21.1*Vm* SN] 

 [∆amin/min*Vf(ml) *1000]/[19.1*Vm(ml) * SN]      
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- Procediment: en una cubeta mesclàrem: 

 - 1116 µl de tampó fosfat 10 mM pH 7, prèviament atemperat a 25ºC 

- 84 µl Citocrom C 1% (10 mg/ml), prèviament reduït amb uns pocs grams de 

ditionita i posteriorment centrifugant a 6500 g durant 5 min. 

- 6 µl lauril maltòsid 125 mM 

- 30 µl de sobranadant  

Tot seguit agitàrem la cubeta suament amb un vórtex i llegírem l�absorbència 

durant 10 minuts a 550 nm i a 25 ºC. Per calcular la pendent, agafàrem el ∆A/min entre 

el minut 5 i 10. La fórmula fou la següent: 

 

 

 On Vf= 1.236; el coeficient d�extinció mM del citocrom C és 21.1; Vm és el 

volum de mostra dil·luïda afegida a la cubeta (0.030 ml); SN és el contingut proteic en 

mg de proteïna/ml del sobranadant. 

 
3.1.2.5 Activitat Citrat Sintasa 

Per aquesta activitat també dil·luírem 1/5 el sobranadant.  

- Procediment: en una cubeta mesclàrem: 

- 120 µl  de 5, 5�-ditibis(àcid 2-nitrobenzòic) 1mM (DTNB) * 

- 36 µl d�acetil CoA 10 mM 

- 12 µl de titró X-100 10% 

- 912 µl d�aigua milliQ atemperada a 25ºC 

- 30 µl de sobranadant dil·luït en SETH 

Tot seguit agitàrem la cubeta amb vórtex i llegírem durant 3 min. a 412 nm i 

25ºC. Passat aquest temps, afegírem 60 µl d�oxalacetat 10 mM* en tris-HCl 0.1 M pH 

8, i continuàrem la lectura de l�absorbència durant 3 minuts més. Calculàrem la 

pendent abans i després de l�addició d�oxalacetat, i mesuràrem la diferència entre 

ambdues (∆A/min). La fórmula fou la següent: 
 

 

 

En aquest cas Vf= 1.170 ml; el coeficient d�extinció mM del DTNB és 13.6; el 

volum de mostra dil·luïda afegida a la cubeta (Vm) és 0.030 ml; SN és el contingut 

proteic en mg de proteïna/ml del sobranadant. 
 

(*) La solució de DTNB 1mM es va preparar en una solució 1M Tris-HCl pH 8.1. L�oxalacetat es va preparar 

en fresc per a impedir la seva degradació. 

[∆A/min*Vf(ml)*1000*5 ml mostra dil·luïda/ml SN]/[21.1*Vm*SN] 

[∆A/min*Vf(ml)*1000*5 ml mostra dil·luïda/ml SN]/[13.6*Vm*SN] 
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3.1.3 Estudi Morfològic. Citoquímica Mitocondrial en seccions de teixits 
  Per a visualitzar la presència de mitocòndries patogèniques i normals en 

seccions tissulars hi ha diversos procediments histoquímics, dels quals el més emprat 

és el tricròmic de Gomori modificat per Engel (Engel i Cunnigham, 1963). En aquest 

treball vàrem optar per la detecció citoquímica de l�activitat succinat deshidrogenasa 

(SDH), marcador mitocondrial específic de la fibra muscular que reflecteix la presència 

de proliferació mitocondrial (Sciacco i col., 1996), i la citocrom oxidasa (COX), 

marcador del complex IV de la cadena respiratòria (Sciacco i col., 1996). 

 

3.1.3.1 Succinat Deshidrogenasa (SDH)  
Aquest mètode es basa en la utilització del nitroblau de tetrazoli com a acceptor 

dels electrons, combinat amb metilsulfat de fenazina, que serveix com a donador 

intermig de l�electró al nitroblau de tetrazoli. L�especificitat del mètode pot estudiar-se 

fent seccions control, afegint un inhibidor de la SDH al medi de incubació, en aquest 

cas malonat sòdic 10 mM. 

- Procediment: S�utilitzaren seccions de criostat de 8 µm que es dipositaren a sobre de 

cobrir-objectes recoberts de polilisina (0,1%). La solució d�incubació es composà de 

tampó fosfat 5 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, metilsulfat de fenazina 0.2 mM, cianur potàsic 

1 mM, àcid succínic 50 mM i nitroblau de tetrazoli 1.5 mM. 

S�ajustà el pH a 7.6 i es filtrà la solució amb paper Whatman número 1. Les 

seccions s�incubaren durant 20 minuts a 37 ºC. Després es feren tres rentats de 5 

minuts cada un amb aigua destil·lada a temperatura ambient. Les seccions es 

muntaren sobre portaobjectes de vidre amb gel de glicerina i s�observaren al 

microscopi.  

 
3.1.3.2 Citocrom Oxidasa (COX) 

El mètode es basa en la utilització de la 3,3�-diaminobenzidina (DAB) com a 

donant d�electrons pel citocrom C. El producte de la reacció de l�oxidació de la DAB 

apareix com una pigmentació marró que correspon a la distribució de les mitocòndries 

en el teixit. L'especificitat del mètode pot estudiar-se afegint un inhibidor de la COX 

(cianida potàssica 10 mM) al medi de incubació. 

- Procediment: S�empraren seccions de criostat de 8 µm que es col·locaren sobre 

cobrir-objectes recoberts amb polilisina (0.1%). La solució d�incubació estava 

composta de tampó fosfat 5 mM pH 7.4, 3,3� DAB 0.1%, citocrom C (de cor de cavall) 

0.1% i catalasa al 0.02%.  

S�ajustà el pH a 7.4 i es filtrà la solució amb paper Whatman 1. Les seccions 

s�incubaren durant 1 hora a 37 ºC. Després es feren tres rentats amb aigua destil·lada 
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de 5 minuts cada un a temperatura ambient. Les seccions es muntaren sobre 

portaobjectes de vidre amb gel de glicerina i s�observaren al microscopi. 

 
3.1.4 Estudi Molecular 
3.1.4.1 Extracció de DNA  
-Protocol per a biòpsia de Múscul, Pell i Greix Subcutani: Es matxucaren 

aproximadament 50 mg de teixit muscular congelat en nitrogen líquid amb l�ajuda d�un 

martell. Es col·locà el teixit matxucat en un tub Eppendorf  de 1.5 ml que contenia 0.5 

ml de solució de proteïnasa K (1 mg/ml de proteïnasa K, 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 10 

mM NaCl; 25 mM EDTA, 1% SDS). S�incubà a 50ºC durant 2 hores, o bé a 37 ºC 

durant tota la nit. Seguidament, es va centrifugar a 10000 g durant 5 minuts per a 

eliminar el material insoluble. Es va transferir el sobranadant a un tub nou i s�afegiren 

50 µl de NaCl 5M.  

Es va procedir a l�extracció amb fenol afegint un volum de fenol-Tris saturat. Es 

sacsejà el tub suaument durant 15 segons. Es centrifugà 10 minuts a 10000 g i es 

recuperà el sobranadant, que es va transferir a un tub nou. S�afegiren 250 µl de 

isoamilalcohol:cloroform (1:24) i 250 µl de fenol. Es tornà a sacsejar suaument durant 

15 segons i es va centrifugar 5 minuts a 10000 g. Es va recuperar el sobranadant, que 

es va transferir a un tub nou, on s�afegiren 500 µl de la mescla 

d�isoamilalcohol:cloroform. Es sacsejà suaument durant 15 segons i es centrifugà a 

10000 g durant 5 minuts. Recuperàrem el sobranadant i el transferírem a un tub nou. 

Es va precipitar el DNA afegint dos volums d�isopropanol fred. Centrifugàrem a 

10000 g durant 20 minuts i deixàrem secar el pellet. Es va resuspendre el pellet en 20 

µl de tampó TE (Tris 10 mM pH 8.5, EDTA 1mM).  

- Protocol per Sang: Procedírem de la mateixa manera, però el material de partida fou 

un pellet de cèl·lules obtingut a partir de centrifugar 15 ml de sang total a 5000 g 

durant 20 minuts. 

 

- Protocol per Cultiu de Fibroblastes i Cíbrids Transmitocondrials: Es va procedir de la 

mateixa manera, però el material de partida fou un pellet de cèl·lules obtingut a partir 

de centrifugar 2.5 milions de cèl·lules tripsinitzades, a 1000 g durant 5 minuts. 

 

3.1.4.2 Quantificació del DNA total extret 
La concentració del DNA es va determinar per espectofotometria, llegint a la 

longitud d�ona (λ) de 260 nm. A dita λ, una unitat d�absorbència és equivalent a 50 
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µg/ml de DNA de doble hebra. Fent una dil·lució de la mostra de 1/50, la concentració 

de DNA es calcula seguint la fórmula: 

[ng DNA/µl]= O.D260 x 50 x 50 

Per a determinar la puresa de la mostra, llegírem a la λ de 280 nm i férem el 

quocient  O.D260 / O.D28o . Es considera que la mostra està neta de proteïnes i altres 

contaminants quan dit quocient està entre 1.8 i 2. 

 

3.1.4.3 Reaccions de PCR 
Les amplificacions dels productes de PCR es varen realitzar a partir de DNA 

purificat extret de múscul, sang, cultiu de fibroblastes, pell i greix. Les reaccions es 

varen fer en un volum final de 50 µl, i les concentracions dels diferents components de 

les mescles foren les següents: 

 
Oligonucleòtids (5 µM) 0.1 µM 

dNTPs (2.5 mM) 0.05 µM 
(*)Taq Buffer (10x) 1x 
(*)Taq DNA Polimerasa (5u/µl) 0.1 u/µl 

DNA  100 ng/µl 

(*) Suministrats per Takara (Takara Shuzo, Shifo, Japan). El buffer conté Tris-HCl 50 mM, Tritón X-100 

0.1% , MgCl2 25 mM  

  
Les condicions de les reaccions de PCR pels 24 parells de primers que poden 

amplificar tot el mtDNA sencer (Kogelnik i col., 1998), foren les següents: 

 
Desnaturalització inicial a 94 ºC durant 1 minut 

30 cicles de: Desnaturalització a 94 ºC durant 30 segons 

 Hibridació a 61ºC durant 45 segons  

 Elongació a 72ºC durant 1 minut 

   Temps d�extensió final a 72ºC durant 5 minuts 

 
Les condicions de PCR pels primers dels tRNA mitocondrials (Kogelnik i col., 

1998) també estàn estandarditzades i foren les següents: 

 
Desnaturalització inicial a 94ºC durant 1 minut 

25 cicles de: Desnaturalització 94 ºC durant 15 segons 

 Hibridació a 50ºC durant 30 segons 

 Elongació a 72ºC durant 1 minut 

Temps d�extensió final: 72ºC durant 5 minuts 
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 Per a amplificar fragments superiors a 3 Kb emprarem l�enzim Takara LA TaqTM 

(Takara, Shufo, Shiga, Japan). Seguírem el protocol per PCR llarga (Long-PCR). La 

mescla de la reacció es va fer de la següent manera: 

 
TaKaRa LA Taq (5 unitats/µl) 0.5 µl
LA PCR Buffer II 10x (sense Mg2+) 5 µl
25 mM MgCl2 5 µl
dNTP Mixture (2.5 mM each) 8 µl
DNA motllo < 1 µg
Primer F 0.2-1.0 µM
Primer R 0.2-1.0 µM
Aigua bidestil·lada Fins a 50 µl

 
I les condicions de la PCR foren: 

Desnaturalització inicial a 95 ºC durant 1 minut 

30 cicles de: Desnaturalització a 98 ºC durant 5 segons 

 Hibridació i elongació a 68ºC durant 15 minuts 

Temps d�Extensió Final: 72 ºC durant 10 minuts  

 

3.1.4.4 Electroforesi en Gels d’Agarosa 
Els productes de PCR es separaren per electroforesi en gels d�agarosa 

horitzontals per a comprovar els amplificats obtinguts. Els gels es feren al 1%, 

dissolvent 0.5 gr d�agarosa en 50 ml de TBE 1X ( Tris-base 50 mM, àcid bòric 1mM, 

EDTA 1mM). Les mostres es carregaren mesclades amb 1/3 de volum de tampó de 

càrrega (dissolució de ficoll al 33% i blau de bromofenol al 0.2%).  

L�electroforesi es realitzà en tampó TBE 1X, aplicant un voltatge de 100 V 

durant uns 20-40 minuts (depenent del tamany de les bandes amplificades). Les 

bandes es comprovaren exposant-les a una font de llum ultraviolada de 302 nm. 

 
3.1.4.5 Seqüenciació Automàtica  

Els fragments amplificats per PCR, prèviament es purificaren utilitzant el kit 

comercial de purificació QiAquick (Qiagen, Hilden) i s�empraren en la següent reacció 

de seqüenciació, que es composà de:   

Big Dye Terminator Kit (Perkin Elmer, CA) 2 - 4µl∗ 

Producte de PCR purificat  2 µl (a 100 ng/µl) 

Primer de seqüenciació (5 µM) 1µl 

Aigua fins a volum final de 10 µl 
∗ 2 µl per fragments< 500pb i 4 µl per fragments> 500pb.  
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Les condicions de la reacció de seqüència foren les següents: 

25 cicles de:  

- Desnaturalització a 96ºC durant 10 segons 
-      Hibridació a 50ºC durant 5 segons 
- 60ºC durant 4 minuts. 

Els productes de la reacció de seqüència es purificaren mitjançant centrifugació 

per columna  AutoseqTM (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ): 

- Es centrifugaren les columnes durant 1 minut a 3000 r.p.m, per a eliminar el 

tampó de preservació. 

- Es va carregar la mostra de la reacció de seqüenciació en la columna i es 

centrifugà durant 1 minut a 3000 r.p.m per el·luir el DNA. 

- S�agafaren 8 µl del producte el·luit i s�hi afegiren 12 µl de TSR (Template 

Supressor Reagent) (Perkin Elmer, CA).  

- Es desnaturalitzaren les mostres a 95ºC durant 3 minuts abans de carregar-les 

al seqüenciador automàtic (Model 310; Perkin-Elmer, Foster City, CA). 

 
3.1.4.6 Anàlisi de Fragments de Restricció (RFLP) 

Vàrem procedir a realitzar anàlisi de fragments de restricció amb l�objectiu de 

quantificar el grau d�heteroplàsmia de les mutacions descrites (Veure apartat 

resultats). Les amplificacions de PCR es varen realitzar a partir de DNA purificat extret 

de  múscul, sang, pell, fibroblastes i greix, seguint el protocol explicat a l�apartat 2.4.1. 

Al final de la PCR convencional, es va procedir a fer un cicle calent (Hot Cycle PCR), 

afegint 0,1µl de α-P32 deoxiadenosina trifosfat (dATP) (a 3000 Ci/mmol) a cada tub de 

PCR, amb la finalitat d�evitar infraestimació dels nivells de mtDNA mutant, produïda 

per la formació d'heteroduplexes entre les molècules de mtDNA mutades i salvatges. 

El producte amplificat, fou digerit per l�enzim de restricció pertinent (taula 3.1) a 37ºC 

de temperatura durant tota la nit. La barreja de la reacció de digestió fou la següent en 

tots els casos: 26 µl de producte amplificat; 3 µl de buffer de l�enzim de restricció 10X; 

1µl d�enzim. 

 
Taula 3.1: Llistat d�enzims de restricció utilitzats per quantificar per RFLP les mutacions. S�indiquen els 

primers que es varen utilitzar per a amplificar les regions que contenien les mutacions. Numeració dels 

primers segons la seqüència d'Anderson (Anderson i col., 1981).  

Enzim Mutació Primer F Primer R Casa Comercial 
Dde I G5703A (nt 5651-5670) (nt 5798-5776) New England 

Afa I G12334A (nt 12237-12259) (nt 12364-12333) New England 

Hae III A3243G (nt 3116-3134) (nt 3353-3333) Takara 

Bgl I A8344G (nt 1009-10032) (nt 1575-1556) Takara 

Alu I G6930A (nt 6744-6771) (nt 7018-6988) New England 

Gsu I T14487C (nt 14287-14309) (nt 14465-14489) New England 
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3.1.4.7 Haplotipatge del mtDNA per Enzims de Restricció 
 Quatre polimorfismes (T4216C, C7028T, G12308A, G13708A) defineixen els 

diferents haplotips del mtDNA (taula 3.3). A la taula 3.2 es mostren els iniciadors i els 

enzims emprats per a amplificar i digerir els fragments que contenien els 

polimorfismes: 

 
Iniciador Seqüència 5�         3� Tamany Enzim 

L4216 CTACTTCTAACCTCCCTGTT 

H4216 CTTACTTTAGGATGGGGTGT 

313 bp Nla III 

L7028 TCGCCACACTCCACGGAAG 

H7028 TGGCGTAGGTTTGGTCTAGG 

261 bp Alu I 

L12308 CTCAACCCCGACATCATTACC 

H12308 ATTACTTTTATTTGGAGTTGCACCAAGATT 

235 bp Hinf I 

L13708 TCTTCTCACCCTAACAGGTC 

H13708 GTTGGTTAGGTAGTTGAGGT 

248 bp Mva I 

 
Taula 3.2: Primers i enzims emprats per a amplificar i digerir els fragments que contenen els 

polimorfismes. L indica el primer de la cadena lleugera i H, el de la cadena pesada. Tamany, indica el 

tamany del fragment amplificat. 

 
Els quatre fragments es poden amplificar amb les mateixes condicions de PCR: 
 

Desnaturalització inicial a 95ºC durant 5 minut 

35 cicles de: Desnaturalització a 95 ºC durant 30 segons 

 Hibridació a 57ºC durant 30 segons  

 Elongació a 72ºC durant 1 minut 

Temps d�extensió final a 72ºC durant 5 minuts 

  
Totes les digestions es feren a 37°C durant una hora seguint el protocol 

explicat a l�apartat 3.1.4.6. 

 
Polimorfisme → 

Haplotip 

7028 

Alu I 

4216 

Nla I 

12308 

Hinf I 

13708 

Mva I 

H - - - + 

T + + - + 

J + + - - 

UK + - + + 

Y + - - + 

 
Taula 3.3: Haplotips definits pels quatre polimorfismes. + és quan l�enzim talla i � quan l�enzim no talla. 
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3.1.4.8 Electroforesi en Gels d’Acrilamida  
Per a separar els productes de les digestions, es feren gels d�acrilamida 

verticals a diferents concentracions, depenent dels tamanys dels fragments que ens 

interessava separar, tal i com es mostra a la taula següent: 
 
CONCENTRACIÓ 5% 12% 20% 
Tamanys dels Fragments a Separar 80-500 bp 40-200 bp 6-100 bp 
Bisacrilamida 30% 8,3 ml 20 ml 33,3 ml  
TBE 5X 10 ml 10 ml 10 ml 
Aigua Destil·lada 31,35 ml 19,65 ml 6,35 ml  
APS 10X 0,35 ml 0,35 ml 0,35 ml 
TEMED 20 µl 20 µl 20 µl 

 

L�electroforesi es va realitzar en tampó TBE 1X, aplicant un voltatge de 300 V 

durant unes 2-4 hores, depenent del percentatge d�acrilamida del gel, i dels tamanys 

dels fragments a separar. Un cop corregut el gel, el protegírem amb Saram Wrap® i 

l�exposàrem a la pantalla del Phosphorimager durant una hora. Revelàrem amb el 

Phosphorimager (BioRad, Hercules, CA). Per a quantificar els percentatges dels 

productes de la digestió es va utilitzar el programa informàtic Quantity One® (BioRad, 

Hercules, CA).  

 

3.1.4.9 PCR de Fibra Aïllada (Single Fiber PCR) 
Aquesta tècnica permet quantificar el percentatge de mtDNA mutat a partir de 

DNA d�una fibra muscular aïllada. Amb l�ajuda d�un microscopi invertit, es 

microdisseccionen i s�aïllen les fibres, prèviament caracteritzades citoquímicament 

(fibres RRFs  i NON-RRFs). S�extreu el DNA d�aquesta fibra aïllada i s�amplifica per 

PCR. La quantificació de les molècules mutades envers les silvestres es fa per RFLP, 

tal i com s�explica a l�apartat 3.4.6.  La correlació entre nivells de mutació més elevats 

en fibres RRFs versus NON-RRFs és una de les evidències més clares de 

patogenicitat de la mutació que s�estudia. 

- Procediment: La microdisecció es va fer amb l�ajuda d�un microcapil·lar de vidre, que 

es pot fer flamejant pipetes de vidre tipus Pasteur.  

Es prepararen les seccions musculars fent talls de criostat de 30 µm i es 

tenyiren amb els procediments citoquímics esmenats en l�apartat 3.3. Els portaobjectes 

es tractaren amb polilisina per a impedir el moviment durant la microdisecció. Les 

seccions es submergiren en plaques de cultiu de 100 mm2 que contenien 50 ml 

d�etanol al 50%, per a evitar que s�assequessin. Les fibres s�aïllaren amb el 

microcapil·lar siliconat sota control visual en un microscopi invertit. Un cop aïllades, es 
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�pescaren� amb el mateix microcapil·lar per capilaritat. Es dipositaren en un tub 

Eppendorf de 0,2 ml que contenia 50 µl d�aigua destil·lada. 

Un cop aïllades les fibres, es centrifugaren a 14000 r.p.m durant 5 minuts. 

S�eliminà el sobranadant i es tractà la fibra per a lisar-la i extreure el DNA. Per realitzar 

la lisi  s�afegiren 5 µl de mescla alcalina (200 mM KOH, 50mM DTT) al tub Eppendorf 

que contenia la fibra, i s�incubà a 65ºC durant 30 minuts. La solució es neutralitzà 

mitjançant l�addició de 5 µl de solució neutralitzant (900 mM Tris-HCl, pH 8.3; 200 mM 

HCl). A partir de les aliqüotes resultants ja es pot realitzar la PCR i, posteriorment el 

RFLP i la quantificació dels nivells d�heteroplàsmia, seguint els procediments descrits 

anteriorment. 

 

3.2 Línies cel·lulars 
3.2.1 Generació dels cíbrids transmitocondrials 

Els cíbrids transmitocondrials humans són línies cel·lulars carents de DNA 

mitocondrial (cèl·lules Rho0 (ρ0 )) que són repoblades amb DNA mitocondrial exogen 

mitjançant la fusió de plaquetes de pacients. Utilitzàrem cèl·lules ρ0  derivades d'una 

línia cel·lular deficient en timidina kinasa (143B.TK-). El medi emprat per a mantenir la 

línia cel·lular ρ0 i per a seleccionar les línies cel·lulars transmitocondrials conté 5-

bromodeoxiuridina (BrdU). Les cèl·lules nucleades que puguin haver quedat en la 

fracció plaquetària, com ara els glòbuls blancs, i els híbrids que s'hagin pogut formar 

amb aquestes cèl·lules, sintetitzaràn timidina kinasa, incorporaràn BrdU dins el seu 

DNA i moriràn. 

Solucions i Medis: 

- Solució Fisiològica salina per a aïllar plaquetes: 0,15 M NaCl, 15mM Tris-HCl, 

pH 7,4 (25ºC) 

- Medi de Fusió: 0,1 M Citrat Sòdic (Na3C6H5O7·2H2O), 0,15 M NaCl 

- DMEM minus Ca2+: DMEM sense calci 

- Solució PEG al 42%: Aquesta solució sempre s�ha d�emprar fresca, es prepara 

un parell d�hores abans d�usar-se. Primer s�autoclaven 8,4 g de polietilé glicol 

(PEG) 1500 (BDH Laboratory Supplies, Poole, England) en un flascó 

Erlenmeyer de 50 ml, durant 15 minuts. Abans que el PEG refredi lo suficient 

per a solidificar, s�afegeixen 2 ml de DMSO i 9,6 ml de DMEM minus Ca2+. La 

solució es guarda a 37ºC fins al seu ús.   

- Medi Rho0: DMEM (Dulbecco�s modified Eagle�s medium) suplementat amb 

10% SFB (sèrum fetal boví), 100 µg/ml de BrdU, 50 µg/ml uridina i 0,5% 

antibiòtics (penicilina-estreptomicina). 
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- Medi Selectiu: DMEM suplementat amb 10% SFB dialitzat, 100 µg/ml de BrdU i 

0,5% d�antibiòtics.  

- Solució TD: 0,137 M NaCl, 10mM KCl, 0,7 mM Na2HPO4, 25 mM Tris- HCl, pH 

7,4-7,5 

- Solució TD plus EDTA: TD + 1mM EDTA disòdica. 

- Solució stock de tripsina (10X): 0,5% (w/v) tripsina (1-300 pancrees de porcí, 

ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA) en aigua. Es guarda a 4ºC. Per utilitzar, es 

dilueix 10 vegades en TD plus EDTA. 

- Medi de congelació: 17,5 ml DMEM, 5 ml SFB i 2,5 ml dimetil sulfòxid (DMSO). 

 

3.2.1.1 Aïllament de les plaquetes 
Es recolliren 15-20 ml de sang del pacient en tubs amb heparina per a evitar la 

seva coagulació. Després de determinar el volum de la sang, es va transferir a un tub 

Falcon de 50 ml i s'afegiren 1:9 volums de solució salina fisiològica. Es va mesclar bé 

per inversió i es centrifugà a 200 g durant 20 minuts a 12ºC.  

Es varen recollir tres quartes parts del sobranadant (plasma) i es contaren les 

plaquetes amb un hemocitòmetre, en un microscopi de contrast de fase. Seguidament 

es centrifugà el plasma en un tub Falcon estèril de 15 ml a 1500 g durant 20 minuts a 

15ºC. Es va eliminar el sobranadant i es va resuspendre el pellet en 11 ml de solució 

salina fisiològica. 

 
3.2.1.2 Fusió de les plaquetes amb les cèl·lules Rho 0 

Transferírem 7 ml de la suspensió de plaquetes en solució salina fisiològica a 

un tub Falcon estèril de 15 ml i centrifugàrem a 1500 g durant 15 minuts a 15ºC.  

Mentrestant, recollírem almenys 106 cèl·lules per tripsinització. Desenganxàrem 

les cèl·lules de la capsa de Petri, rentant-les primer amb PBS 1X i seguidament 

incubant-les amb tripsina durant un parell de minuts a 37ºC.  

Transferírem les cèl·lules desenganxades a un tub Falcon de 15 ml que 

contenia medi DMEM suplementat amb 10% de SFB, per inactivar la tripsina. 

Centrifugàrem les cèl·lules a 180 g durant 5 minuts. Resuspenguérem el pellet en medi 

DMEM minus Ca2+  a una concentració de 5 x 105 cèl·lules/ml. 

Un cop acabada la centrifugació a 1500 g de la suspensió de plaquetes, 

aspiràrem el sobranadant deixant uns 100 µl a sobre del pellet.  

Amb molta cura per a no desenganxar el pellet de plaquetes, afegírem 2 ml de 

la suspensió de cèl·lules ρ0 (106 cèl·lules). Centrifugàrem les cèl·lules a damunt el 

pellet de plaquetes a 180 g durant 10 minuts. Aspiràrem el sobranadant.  
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Amb una pipeta Pasteur, 

afegírem 0,1 ml de la solució de PEG 

al 42% i resuspenguérem el pellet. 

Quan el pellet estava quasi resuspès, 

contàrem 1 minut, afegírem 10 ml de 

medi Rho0, i resuspenguérem durant 

20-30  segons més. 

 Un cop ben mesclat, férem una 

dil·lució 1:10 amb el mateix medi. Es 

sembraren les cèl·lules en plats de 96 

pous, fent almenys tres noves 

dil·lucions de la següent manera: 

- A 10 ml de la dil·lució 1:10 

afegírem uns altres 10 ml de 

medi Rho0 i sembràrem en el 

plat de 96 pous 0,2 ml per cada 

pou. 

- A 2,5 ml de la dil·lució 1:10 

afegírem 7,5 ml de medi Rho0 i 

sembràrem en el plat de 96 

pous 0,1 ml per pou. 

- A 1 ml de la dil·lució de 1:10 afegírem 9 ml de medi Rho0 i sembràrem en el plat 

de 96 pous 0,1 ml per pou.  

Les cèl·lules sembrades en els plats de 96 pous s�incubaren en un incubador 

que manté la temperatura constant a 37ºC i una atmósfera de  CO2 al 5% i 95% d�aire. 

Totes les cèl·lules que no es sembraren, es recolliren per centrifugació (180 g 

durant 5 minuts), es resuspéngueren en medi de congelació i es dividiren en vials de 

congelació a 1 ml/vial per congelar-les de manera progressiva i posteriorment guardar-

les en N2 líquid. 

Dos o tres dies després d�haver sembrat les cèl·lules en els plats, es canviava 

el medi Rho0 per medi selectiu (sense uridina). El medi es canviava cada 3 dies. 

Passats uns 10-12 dies d�haver començat la selecció, les colònies ja eren visibles i 

estaven a punt de ser transferides a plaques de Petri.  

Els plats que tenen una elevada proporció de pous �negatius� (preferentment > 

70-80%) són els més recomanables per a aïllar els clons, ja que es redueix la 

possibilitat de tenir més d�una colònia per pou.  

Rho0 Plaqueta

Tk- Ur- Ur+

PEG

Selecció

Medi BrD+

Cíbrid Tk- Ur+

Rho0 Plaqueta

Tk- Ur- Ur+

PEG

Selecció

Medi BrD+

Cíbrid Tk- Ur+

Fig. 3.1: Esquema del procés de generació 

dels Cíbrids Transmitocondrials a partir de 

plaquetes de pacients. 
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Per a transferir cada colònia, primer es rentava el pou amb 0,2 ml de TD. Es 

decantava el TD i s�afegien 0,1 ml de solució de tripsina. Quan les cèl·lules 

començaven a desenganxar-se, es transferien directament amb una pipeta Pasteur a 

una càpsula de Petri de 35 mm que contenia 2 ml de medi selectiu. 

 

3.2.2 Bioquímica dels Enzims OXPHOS en Cíbrids Transmitocondrials 
Férem créixer 5x106 cèl·lules en subconfluència. Les rentàrem dues vegades 

amb  PBS 1X, i els hi afegírem solució de tripsina-EDTA 1X. Deixàrem incubant uns 3 

minuts a l�estufa a 37ºC i 5% CO2 , i quan les cèl·lules ja s�havien desenganxades, 

afegírem medi de cultiu amb SFB per a neutralitzar l�efecte de la tripsina, i les 

passàrem a un tub Falcon de 15 ml per a centrifugar-les a 1300 r.p.m durant 5 minuts. 

Retiràrem el sobranadant i férem dos rentats amb PBS1X, sempre centrifugant a 1300 

r.p.m durant 5 minuts.  El pellet final es resuspengué en medi SETH (sacarosa 250 

mM, EDTA 2 mM, Tris-HCl 10 mM, heparina 50 U/ml). Seguidament, rompérem les 

cèl·lules per ultrasonicació al 50% �duty-cycle� (Ultrasonic Inc, Farmington, N.Y.) 

durant 3 minuts. Les mostres es podien guardar a �80ºC fins al moment de fer les 

determinacions. 

Per fer les determinacions enzimàtiques dels enzims de la cadena respiratòria, 

procedírem igual que en l�apartat 3.1.2. El contingut proteic de les mostres es va 

determinar  amb el kit Coomasie Plus Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, USA), basat 

en el mètode de Bradford. 

 

3.2.3 Activitats Enzimàtiques dels Enzims Antioxidants 
El procés d'obtenció de la mostra sempre fou el mateix per tots els enzims 

estudiats. Es feren créixer fins a la subconfluència 40 x106 cèl·lules. Es recolliren per 

tripsinització (veure apartat 3.2.2), es rentaren dues vegades amb PBS1X i es 

resuspengueren en PBS 1X a una concentració de 40 x 106 cèl·lules/ml. Seguidament, 

rompérem les cèl·lules per ultra-sonicació durant 6 minuts al 50%, "duty-cycle" 

(Ultrasonic Inc, Farmington, N.Y.). Centrifugàrem les cèl·lules a 14000 r.p.m durant 15 

minuts per descartar el material insoluble que quedava retingut en el pellet. A partir del 

sobranadant férem les determinacions enzimàtiques.  

Com en el cas de les determinacions enzimàtiques de la via OXPHOS, el 

contingut proteic de totes les mostres es va mesurar amb el kit comercial Coomasie 

Plus Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, USA). 
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3.2.3.1 Activitat Superòxid dismutasa (SOD)  
L'activitat SOD total es mesura espectofotomètricament seguint el mètode de 

Mc Cord i Fridovich (Mc Cord i Fridovich, 1969). Consisteix en una mesura indirecta: 

La reducció del citocrom C (equació c) és deguda a la producció d�anió superòxid (O2
.-) 

per la xantina oxidasa (XOD) en presència d�un donador d�electrons (xantina, 

hipoxantina, acetaldehid, etc.) (equació a). Aquesta reacció és inhibida per la 

superòxid dismutasa que competeix pel mateix substracte, l�anió superòxid (equació 

b): 

 

 

 

 

Es mesura la producció de citocrom C reduït Total (sense presència de SOD), i 

llavors es calcula el percentatge de inhibició de la mostra (amb SOD), que és 

proporcional a la quantitat d'anió superòxid que s'ha convertit en H2O2 + O2 , efecte de 

l�activitat SOD.  

% INHIBICIÓ= [(∆A total - ∆A mostra)/ ∆A total] 

 
L'activitat SOD-Mn es pot calcular de manera independent afegint a la reacció 1 

mM de cianida potàssica (KCN), que és un inhibidor de la SOD-CuZn (Oberley i col., 

1984). Fent la diferència amb la SOD total, sabem l'activitat SOD-CuZn.  

Solucions: 

- Solució A: (Tampó Fosfat 0,216 M, pH 7,8): 7,3489 g de KH2PO4 en 250 ml de 

H2O. 

- Solució B: (EDTA-Na2 10,7 mM): 99,57 mg en 25 ml d'aigua bidestil·lada. 

- Solució C: (Citocrom C 1.1 mM): 13,62 mg en 1 litre d'aigua bidestil·lada. Es 

prepara en fresc. 

- Solució D: (Xantina 0,108 mM): 18,8 mg en 1 litre d'aigua bidestil·lada. 

- Solució E: (NaN3 10 mM): 65,01 mg en 100 ml d'aigua bidesti·lada. 

- Solució F: Cocktail de reacció: 25 ml sol·lució A, 1 ml de B, 1 ml de C, 50 ml de 

D, 10,7 ml de E i 1,6 ml d'aigua bidestil·lada. 

- Solució G: (KCN 10mM): 65,12 mg de KCN en 100 ml d'aigua bidestil·lada. 

- Solució H: (Xantinoxidasa): 25 µl en 7 ml d'aigua bidestil·lada. 

 

 

 

 

a) Xantina + O2 Àcid Úric + O 2
.-

b) O2
.- + O 2

.- + 2 H+ H2O2 + O 2

c) Citocrom C (Fe 3+) + O 2
.- Citocrom C (Fe 2+) + 2 O 2

XOD

SOD

.-

- .-

3+ .-

a) Xantina + O2 Àcid Úric + O 2
.-

b) O2
.- + O 2

.- + 2 H+ H2O2 + O 2
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Les condicions de les reaccions foren les següents: 
 

 Total SOD total                   SOD-Mn 
Solució F  2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
Solució G (KCN) --- --- 0,3 ml 
Aigua Destil·lada 0,4 ml 0,3 ml  
Mostra o Standard  0,1 ml 0,1 ml 
Xantina Oxidasa 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

Es llegia a 550 nm durant 5 minuts a 25 ºC 
 

Férem una corba de referència a partir d'alíqüotes de 13,5 U/ml de SOD 

(Stock). Preparàrem les següents dil·lucions: 

 
U/ml Stock (µl) H2O (µl) 

Solució 10 200 200 
Solució 8 160 240 
Solució 6 120 280 
Solució 5 100 300 
Solució 4 80 320 
Solució 3 60 340 
Solució 2 40 360 

 
La corba de referència es va representar gràficament en forma exponencial. La 

variable depenent eren les unitats teòriques i la variable independent el percentatge de 

inhibició. La mostra havia de tenir un % de inhibició entre el 30 i el 60%, en cas 

d�activitats superiors havíem de dil·luïr la mostra. 

 

3.2.3.2 Activitat Catalasa 

Es basa en determinar directament la descomposició del peròxid d'hidrogen 

(H2O2) en presència de catalasa. Es mesura espectofotomètricament la disminució 

d'absorbència a 240 nm  (E240= 0,00394 ± 0,0002 I x mm-1). La diferència 

d'absorbència (∆A240) és la mesura de l'activitat catalasa a 20ºC i pH 7, en cuvetes de 

10 mm. La reacció és la següent: 

2 H2O2  2 H2O + O2 

 

Solucions: 

- Tampó Fosfat (50 mmol/l; pH 7):  

a) 6,81 g KH2PO4 en 1 litre d�aigua,  

b) 7,9 g de Na2HPO4 en 1 litre d�aigua 

Es mesclaren les solucions a) i b) en una proporció de 1:1.5 

- Solució de Peròxid d�Hidrogen (10 mmol/l): Es dil·luiren 0,075 ml de peròxid 

d�hidrogen 30% (Sigma) en 50 ml de tampó fosfat. 
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Condicions de la reacció: es va llegir en front d�un blanc que contenia la solució 

d�enzim, però no substracte. Pipetejàrem successivament en la cubeta: 

 Blanc Mostra 
Tampó Fosfat 2,90 ml ----- 

Mostra 0,10 ml 0,10 ml 

Solució de H2O2 ----- 2,90 ml 

 

La reacció va començar en afegir el H2O2. L�absorbència inicial havia de ser 

aproximadament A= 0,500. Monitoritzàrem la caiguda de l�absorbència durant 2 

minuts. 

 

3.2.3.3  Activitat Glutatió peroxidasa (GSH-Px) 
L�activitat GSH-Px fou mesurada pel mètode de Lawrence i Burk (Lawrence i 

Burk, 1976) (modificació del mètode de Paglia i Valentine, 1967), en el qual l�activitat 

GSH-Px va acoplada a l�oxidació de la nicotinamida adenina dinucleòtid fosfat  

(NADPH) per la glutatió reductasa (GR). L�oxidació del NADPH es mesura 

espectofotomètricament a 340 nm a 37ºC. Utilitzant t-butilhidroperòxid o H2O2 com a 

substracte es determina l�activitat glutatió peroxidasa seleno-depenent (Se-GPx), i amb 

l�hidroperòxid de cumé es determinen conjuntament tant l�activitat seleno-depenent, 

com la no-seleno-depenent.  Les reaccions són les següents:  

 

 

 

 

Solucions: 

- Tampó Fosfat Potàssic 50mM pH 7:  

a) Es dissolgueren 6,8045 g de KH2PO4 en 1 litre d�aigua bidestil·lada 

b) Es dissolgueren 8,710 g de K2HPO4 en 1 litre d�aigua bidestil·lada 

Mesclàrem 615 ml de la solució a) amb 385 ml de b), i dissolguérem 292,25 

mg d�EDTA. Ajustàrem el pH a 7. 

- Solució NaN3 5mM: Dissolguérem 32.5 mg de NaN3 en 100 ml de la solució 

tampó fosfat. 

- Solució NADPH 1mM: Dissolguérem 8,33 mg de NADPH en 10 ml de solució 

tampó fosfat. 

- Solució de GSH-Reductasa: Dil·luírem 24 µl de GSH-reductasa  en 135,8 µl de 

tampó fosfat. 

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H2O

GRGSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H2O

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H2O

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H2O

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

H2O2 + 2GSH GSSG +2H2O
GS H-Px

GS H-Px
ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H2O

GR
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- Solució de GSH 5mM: Dissolguérem diàriament 15,36 mg de GSH en 10 ml de 

tampó fosfat. 

- Hidroperòxid de Cumé 7,5 mM: Dil·luírem 35,7 µl en 25 ml de tampó fosfat. 

- t-butilhidroperòxid 1,5 mM: Dil·luírem 19,3 µl en 100 ml de tampó fosfat. 

 
Les condicions de la reacció foren les següents: 

- Tampó Fosfat Potàssic   50 mM 

- EDTA Na2     1 mM 

- NaN3      0,2 mM 

- NADPH     1 mM 

- GSSG Reductasa    2 Unitats 

- GSH       1 mM 

- Hidroperòxid de Cumé   1,5 mM 

- t-Butilhidroperòxid    10 mM 

 
Es va procedir de la següent manera: 

 NaN3 5 mM 0,2 ml 

NADPH 1mM 0,2 ml 

GSH 5 mM 0,2 ml 

GSSG Reductasa (0,312 U/µl) 6,4 µl 

Mostra o Tampó Fosfat (Blanc) 0,1 ml 

Tampó Fosfat Potàssic  0,1 ml 

Agitàrem i deixàrem incubant 5 minuts a 37ºC. Tot seguit afegírem el substracte: 

Hidroperòxid de Cumé o 0,2 ml 

 t-Butilhidroperòxid 0,2 ml 

Calculàrem la disminució d�absorbència per minut i es restà a la lectura de la 

mostra el blanc:   

U/mg proteïna = ∆A / minut*(VF/VM)*(1/6,22)*(1/mg prot) 

 

Si el VM (volum de la mostra) és 0,1 ml i el VF (volum final) és 1 ml: 

U/mg proteïna [( ∆A /minut)/ 0,622* mg proteïna] 

 
3.2.4 Anàlisi de Western Blot 
- Extracció de proteïnes a partir de cultiu cel·lular de cíbrids transmitocondrials: 

Cultivàrem fins a la confluència 10x106 cèl·lules. Les desenganxàrem de la 

placa amb l�ajuda d�un “scrapper” i en PBS 1X. Les dipositàrem en un tub Falcon de 15 

ml. Seguidament centrifugàrem a 1300 r.p.m durant 5 minuts. Per lisar les cèl·lules i 
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eliminar la fracció lipídica, el pellet es resuspengué en 500 ml de medi RIPA (PBS 1X; 

1% Nonidet P-40; 0,1% Deoxicolat Sòdic; 0,1% SDS) i s'afegiren els inhibidors de 

proteases aprotinina (1µg/ml), leupeptina (5µg/ml), Na3VO4 (100µM), i 

fenilmetilsulfonilfluorida (0,3 mM). S'incubà en gel durant 30 minuts. Passat aquest 

temps es centrifugà a 14000 r.p.m durant 20 minuts a 4ºC, per a eliminar el material 

insoluble. El sobranadant és el lisat cel·lular total. 

La concentració de proteïnes de les mostres van ser mesurades utilitzant el kit 

Coomasie Plus Protein Assay (Pierce, Rockford, IL, USA). 

El Western Blot es va realitzar seguint les passes següents: 

1.- Electroforesi. 10 µg de proteïna de cada mostra es varen escalfar a 95ºC durant 5 

minuts i es varen carregar en un gel 10% SDS-poliacrilamida per separar les proteïnes 

en condicions reductores aproximadament a 40-50 mA durant 1hora. En el cas de la 

SOD-Mn, i amb l�objectiu de poder quantificar millor, es carregaren 5-10 i 20 µg de 

cada mostra. 

2.- Transferència: Tot seguit les proteïnes es transferiren del gel de poliacrilamida a 

una membrana de PVDF (Schleicher&Schuell, Dassel, Germany) a 400 mA durant 75 

minuts. 

3.- Bloqueig d'unions inespecífiques: La membrana es va incubar en solució de 

bloqueig (5% de llet descremada, 0,01% Tween-20 en PBS 1X) durant 2 hores a 

temperatura ambient i en agitació. 

4.- Incubació amb l'anticòs primari: La membrana s'incubà a 4ºC durant tota la nit en 

solució de bloqueig que contenia l'anticòs primari. En el cas de l'anticòs anti-catalasa, 

es va utilitzar un anticòs monoclonal de l'isotip IgG1 de ratolí a una concentració de 0,5 

µg /ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri). Pel que fa a l�anticòs anti-SOD-Mn, es va 

utilitzar un anticòs monoclonal de l'isotip IgG d'ovella a una concentració de 1µg/ml 

(Research Diagnostics, Flanders, NJ), i pel que fa a l�anticòs anti-SOD-CuZn es va 

emprar un policlonal d�ovella a una concentració de 1µg/ml (Calbiochem-

Novabiochem, Bad Soden, Germany). 

5.- Rentats:  Després de deixar atemperar la membrana a temperatura ambient, es 

feren tres rentats  amb PBS 1X de 15 minuts cadascun i en agitació. 

6.- Incubació amb l'anticòs secundari. Les membranes van ser incubades a 

temperatura ambient durant 1 hora i en agitació amb la solució de bloqueig que 

contenia l'anticòs secundari, que era un anticòs policlonal de conill peroxidasa conjugat 

(1/10000) pel que fa a la catalasa, i un anticòs d�ase peroxidasa conjugat (1/10000) en 

el casos de SOD-Mn i SOD-CuZn. 
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7.- Rentats: Es van fer cinc rentats amb la solució de rentat (0,01 % Tween-20 en PBS 

1X) de 10 minuts cadascun i amb agitació. 

8.- Detecció del marcatge: Les bandes inmunoreactives es varen visualitzar amb el kit 

quemiluminiscent ECL+Plus® (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). Les 

membranes s'exposaren amb el film Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences, Little 

Chalfont, UK). 

9.- Quantificació: El film fou escanejat i quantificat amb el programa Quantity One® 

(BioRad, Hercules, CA). Mesuràrem el volum de la taca observada per cada mostra 

(contes/mm2) i es feu el quocient amb el volum observat per la taca de l�actina. 

 

3.2.4.1 Re-hibridació de la membrana de PVDF amb l'anticos anti-actina 

Amb la finalitat de normalitzar els Westerns per a poder quantificar amb 

exactitud la quantitat de proteïna, es va deshibridar la membrana de PVDF i es va 

procedir a fer un nou Western amb un anticos contra la proteïna actina, que és 

d'expressió ubiqüa. Per a deshibridar la membrana procedírem de la següent manera: 

1.- Preservàrem la membrana a 4ºC en la solució de rentat (PBS 1X, 0,1% Tween-20) 

fins al moment de la deshibridació. 

2.- Es va rentar la membrana en solució de rentat durant 20 minuts a temperatura 

ambient.  

3.- Es va deshibridar la membrana incubant-la en Immuno-Blot Strip Buffer (2% SDS, 

62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, 100 mM 2-mercaptoetanol) durant 20 minuts a 58ºC en un 

forn d'hibridació.  

4.- Es feren cinc rentats de cinc minuts cadascun en 50 ml de solució de rentat. 

5.- A partir d'aquí es va procedir a fer el western blot, tal i com s'explica en l'apartat 

3.2.4. Cal dir que l'anticòs primari utilitzat fou un anti-actina policlonal de conill (1/500) 

(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri), i l'anticòs secundari un anticòs policlonal de ratolí 

peroxidasa conjugat (1/10000). 
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4. Resultats  
4.1.Diagnòstic de pacients 
4.1.1 Pacient 1: La pacient 1 presentava severa miopatia associada a diabetis 

mellitus i sordesa d'herència materna (veure figura 4.1.2A). La combinació de 

Diabetis mellitus més sordesa d’herència materna s’ha associada a mutacions 

restringides bàsicament a tres gens mitocondrials: el tRNALeu (UUR), el tRNASer (UCN) i el 

tRNASer(AGU/C) (DiMauro i col., 1998). Vàrem procedir a seqüenciar directament 

aquests tres gens, trobant la transició A a G a la posició 3243 del tRNALeu (UUR) (figura 

4.1.1).  

La RFLP amb els membres 

de la família descrits en el pedigree 

(figura 4.1.2), va mostrar que la 

pacient tenia el 80% del mtDNA 

mutat en el múscul i el 53% en la 

sang. Els membres de la família 

que actualment són 

assimptomàtics, també presentaven 

la mutació en sang, en alguns 

casos en percentatges molt elevats, 

com és el cas del fill de la pacient 

(84% del mtDNA mutat) (figura 

4.1.2B ).  
 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.4.1.2: A) Pedigree amb els membres de la família de la pacient 1(indicada amb la fletxa). Els 

individus colorejats de negre presenten afectació o bé de diabetes o bé de sordesa o ambdues, tal i 

com s’indica (DM= Diabetes mellitus). •  indica que l’individu porta la mutació causal de la patologia, 

però no la manifesta fenotípicament. 

B) Anàlisi de RFLP amb els membres de la família descrits a la figura 2a. En absència de la mutació, 

Hae III talla el fragment original de 238 bp en tres fragments de 169, 34 i 32 bp. La mutació genera una 

nova  diana per l’enzim, que talla el fragment de 169 bp en dos fragments de 97 i 72 bp. III:1a= Múscul 

de la pacient; III:1b= Sang pacient 1; U= Fragment sense tallar; C= Múscul control.  

III: 1 III: 3

I: 1 I: 2

SORDESA
DM

II: 2II: 1

SORDESA
DM

III: 2

IV: 3IV: 2IV: 1

SORDESA
DM
MIOPATIA

DM

•

• •

    IV:1   III:3   III:2   III:1a III:1b   C     II:1     U 
238 bp
169 bp

97 bp 
72 bp 

37 bp 
32 bp 

84    36     55     80     53      0      23      % mtDNA 
 mutat 

Fig.4.1.1: Electroferograma del gen tRNALeu(UUR) de 

la pacient 1, on es pot apreciar la mutació A3243G

en heteroplàsmia. 

G3243AA3243
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 4.1.2 Pacient 2: La pacient 2 estava afectada de lipomes múltiples i el pedigree 

familiar suggeria que podien ser d’herència materna (fig. 4.1.4A).   

La síndrome de lipomatosi múltiple 

simètrica d´herència materna (MSL) 

s’ha associada a tres tipus diferents de 

mutacions en el mtDNA: deleccions 

grans i úniques, deleccions múltiples, i 

mutacions puntuals en un sol gen 

mitocondrial, el tRNALys. La mutació 

més freqüent és la A8344G (Berkovic, 

1991), o excepcionalment la G8363A 

(Casali, 1999). 

Seqüenciàrem el gen del tRNALys i trobàrem la mutació A8344G en el mtDNA 

procedent de biòpsia de lipoma (figura 4.1.3). 

La RFLP, amb els membres de la família de la pacient 2 descrits en el 

pedigree (fig.4.1.4A), va demostrar que la mutació també estava present en la sang 

de tots els individus afectes (figura 4.1.4B). La pacient 2 (III:2, en el pedigree) tenia 

un 91% de genomes mutats en el lipoma, un 78% en el múscul i un 87% en sang. 

També estudiàrem tres teixits de la seva mare (II:2, en el pedigree); en el lipoma 

tenia el 99% dels genomes mutats, el 78% en el múscul, i en la sang el 87%. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 4.1.3: Electroferograma de la seqüència del 

tRNALys de la pacient 2, on s’aprecia la mutació 

A8344G. 

I

II

III

1 2

1 2 3 4

1 2 3 4 5

I

II

III

1 2

1 2 3 4

1 2 3 4 5

Fig. 4.1.4: A) Pedigree de la família de 

la pacient 2 (III:2). Els individus afectes 

estàn colorejats en negre, i els no-

afectes en blanc. B) Anàlisi de RFLP 

de la família de la pacient 2. La 

mutació genera una diana de tall per 

l’enzim de restricció Bgl I, que digereix 

el fragment original de 108 bp en dos 

fragments de 73 i 35 bp, 

respectivament. En la pacient 2 (III:2), i 

en la seva mare (II:2), B= sang; M= 

múscul i L= lipoma. C= mtDNA extret 

de sang de controls. En la resta de 

pacients estudiats en el pedigree, el 

mtDNA fou extret de sang. 
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4.1.3 Pacient 3: La pacient 3 presentava un quadre multisistèmic que s’havia anat 

complicant amb l’edat, amb afectació de molts òrgans i teixits, incluint el SNC (veure 

apartat 3.1.1.3).  

L’estudi de la biòpsia muscular va mostrar una activitat SDH normal, sense 

RRFs, però amb un marcat dèficit de COX, només el 10% de les fibres tenien 

activitat citocrom oxidasa (figura 4.1.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4.1.5: Histoquímica del múscul de la pacient 3. A) Tincio per l’activitat COX, on s’aprecia una 

marcada reducció de fibres COX positives. B) Tincio per l’activitat SDH normal 

 

L’anàlisi bioquímic dels  enzims de la cadena respiratòria va mostrar un 

descens del 90% en l’activitat del complex IV de la cadena respiratòria, al comparar-

lo amb valors control ( 0.22 µmol/min/g teixit; valors normals 2.8 ± 0.52). Aquest 

dèficit era aïllat per COX, la resta de complexos de la cadena respiratòria 

presentaven activitats normals. 

Es va decidir seqüenciar les tres 

subunitats codificades pel mtDNA del 

complex IV (COX I, II i III), trobant la 

transició G6930A en el gen de la 

subunitat I de la COX (figura 4.1.6). 

La mutació cambiava una glicina 

(GGA) per un codó de terminació 

(AGA), provocant la pèrdua dels 

darrers 170 aminoàcids de la regió C-

terminal de COX I. 

 
Fig. 4.1.6: Electroferograma del gen COX I, mostrant la seqüència de DNA provinent de múscul d’un 

control i de múscul de la pacient 3. La seqüència es va fer emprant un primer revers, així la transició G 

a A a la posició 6930, aparèix com C a T en la seqüència reversa (indicada amb una fletxa). 
 

 

CONTROL

PACIENT

CONTROL

PACIENT

CONTROL

PACIENT
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L’anàlisi de RFLP va 

demostrar que la mutació era 

heteroplàsmica en la sang de la 

pacient (27% de genomes 

mutats), en el múscul (75%), i en 

els mioblastes (33%), però no es 

va detectar ni en la sang de la 

seva mare ni en la sang de la 

seva germana (figura 4.1.7), 

evidenciant que es tractava d’un 

cas esporàdic. 
 
Fig. 4.1.7: Anàlisi de RFLP de la mutació G6930A a la pacient 3. La mutació genera una diana de tall 

per l’enzim Alu I que talla el fragment de 92 bp en dos fragments de 63 i 29 bp, respectivament (veure 

esquema).  

 

4.1.4 Pacient 4: L’oftalmoplegia externa progressiva (CPEO) esporàdica típicament 

s'associa a deleccions simples i múltiples en el mtDNA. Férem un Southerm blot per 

a poder detectar dites deleccions, però aquest fou negatiu (dades no mostrades). La 

biòpsia muscular va desvetllar unes poques RRFs que es no es tenyien per l'activitat 

COX (figura 4.1.8).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig.4.1.8: Morfologia de la biòpsia muscular de la Pacient 4. La tinció per l’activitat SDH (succinat 

deshidrogenasa) reflexa l’acúmul de mitocòndries anormals a la perifèria de les fibres musculars 

(RRFs), indicades amb un asterisc. Les RRF no es tenyiren per l’activitat COX (citocrom c oxidasa). 

X200 i X100= imatge a 200 i a 100 augments, respectivament. 

  

La clínica de la pacient, quadre multisistèmic amb ptosis palpebral i 

fatigabilitat muscular, ens va suggerir que el defecte molecular podia estar en un 

tRNA. 
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 Després de seqüenciar els 22 

tRNAs del mtDNA a partir de DNA 

extret de la biòpsia muscular, vàrem 

trobar la transició G a A a la posició 

5703 del tRNAAsn (figura 4.1.9). 

Paral·lelament seqüenciàrem la sang 

de la mare com a control negatiu. 

Com es pot apreciar a la figura 4.1.9, 

la mutació G5703A s’expandeix i 

s’acumula en el teixit post-mitòtic, el 

múscul, de la pacient. 

 
 
Fig. 4.1.9: Seqüència del tRNAAsn del mtDNA  provinent de sang de la mare de la pacient 4 (M- Sang), 

de sang de la pacient 4 (P-Sang) i del múscul de la pacient 3 (P-Múscul). La fletxa indica la mutació 

G5703A. 

 

El RFLP, amb tots els membres de la família, va desvetllar que es tracta d'un 

cas esporàdic, ja que la mutació només es troba a la pacient (fig. 4.1.10). En el 

múscul presentà un 95% de genomes mutats i en sang un  48% . 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4.1.10: Anàlisi de RFLP de la mutació G5703A a la família de la pacient 4. DdeI, en absència de la 

mutació, talla el fragment original (144 bp) en tres fragments de 98, 34 y 12 bp. La mutació romp una 

diana per a DdeI, que llavors només talla el fragment original de 144 bp en dos fragments de 110 i 34 

bp, respectivament. U= fragment sense tallar; C= mtDNA de múscul control; III:1a: sang pacient; III:1b: 

múscul pacient. 

 

 

4.1.5 Pacient 5:  Aquesta pacient presentava un quadre de severa intolerància a 

l’exercici, afectació restringida al múscul esquelètic, sense cap altre tipus de 

símptomatologia. Només un discret augment dels nivells de lactat en sang, que eren 

P-Múscul

P-Sang

M-Sang

  * 

 *

 * 

I:1 

III:1 III:3 III:2 

II:2 II:1 
110 bp

144 bp 

98 bp 

 U     I:1     II:1    II:2    III:1a  III:1b   III:2    III:3    C 

34 bp 

          0          0         0          48       95       0          0        % mtDNA 



Resultats 

 71

més evidents després de realitzar exercici aeròbic, va suggerir afectació mitocondrial 

i decidir fer una biòpsia. La biòpsia muscular va desvetllar moltes RRFs que no es 

tenyien per l'activitat COX (COX-negatives) (figura 4.1.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 4.1.11: Morfologia muscular de la pacient 5.  Amb les tincions amb tricròmic de Gomori i amb SDH 

s’apreciaren les RRFs (exemples marcats amb asterisc). La tinció per la citocrom oxidasa fou negativa 

per les RRFs. 

 

L'anàlisi bioquímic de la cadena respiratòria va mostrar un marcat dèficit de 

les activitats dels complexos III i IV (taula 4. 1.1). L’activitat citrat sintasa, indicadora 

del contingut mitocondrial, va estar augmentada, amb el que va quedar patent que 

en el múscul de la pacient hi havia hagut proliferació mitocondrial. 

 

 Controls Pacient 5 

NADH-citocrom c reductasa (I+III) 12-56 4,5* 

Succinat- citocrom c reductasa (II+III) 2-15 5,2 

Succinat deshidrogenasa (II) 10-25 11,5 

Decilubiquinol citocrom c oxidoreductasa (III) 55-259 16,26* 

Citocrom c oxidasa (IV) 59-170 14,3* 

Citrat sintasa (CS) 7-20 39,8* 
  
Taula 4.1.1: Activitats dels enzims de la cadena respitaròria al múscul de la pacient 5. Els valors estàn 

expressats com a nanomol·min/mg prot. Les diferències significatives estàn assenyalades amb un 

asterisc. 

 

Tant les dades bioquímiques obtingudes, amb dèficit combinat de dos 

complexos, com les dades histoquímiques, que desvetllaven que no hi havia activitat 

COX en les RRFs, suggerien que el defecte molecular podia estar en algun tRNA. 

 Després de seqüenciar els 22 tRNAs del mtDNA  provinent de la biòpsia 

muscular, es va trobar la mutació G12334A en el tRNALeu(CUN). 

TRICRÒMIC GOMORI X200 SDH X200 COX X200 

∗ 

∗ ∗
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Aquesta substitució no 

apareixia en el mtDNA leucocitari 

(figura 4.1.12).  

Per constatar que no es 

tractava de cap polimorfisme, es varen 

revisar 100 seqüències del banc de 

DNA control, sense trobar-se 

presència de la mutació.  
 
 
 
Fig. 4.1.12: Electroferograma del gen tRNALeu(CUN) mostrant la mutació G12334A en el mtDNA del 

múscul de la pacient 5. La seqüència es va realitzar emprant un primer invers, d’aquí que la transició G 

a A en la posició 12334 aparèixi com C a T a la seqüència inversa. 

 

 Per a estudiar la patogenicitat de la mutació, es va fer anàlisi de RFLP amb 

DNA procedent de varis teixits de la pacient 5 (sang, fibroblastes, fol·licle pilós, greix 

subcutani i múscul) (figura 4.1.13). 

 Com que la mutació no 

creava ni destruia cap diana 

per cap enzim de restricció, 

vàrem dissenyar un primer 

mismatch (5'-

GGGTGGTTATAGTAGTGTGCATGGT

TAGTA-3'), que generava una 

diana de tall per l’enzim AfaI en 

la seqüència salvatge. La 

mutació només va estar 

present en el múscul 

esquelètic, l’únic teixit afectat, i 

apareixia en estat 

heteroplàsmic. La pacient 

presentava el 88% de genomes 

mutats en el múscul. 

 L’anàlisi de PCR de fibra aïllada (single fiber PCR), va constatar que el 

percentage de la mutación era més elevat en RRFs (65%) que en non-RRFs (15%) 

(figura 4.1.14). 

 

G 12334 A M úscu l

Sang

Fig. 4.1.13: Anàlisi de RFLP. Afa I, en absència de la 

mutació, talla el fragment original amplificat (127 bp) 

en dos fragments de 97 i 30 bp. U= fragment sense 

tallar; CM= múscul control; F, HF, CF, B, M= greix, 

fol·licles pilosos, fibroblastes, sang i múscul de la 

pacient. 

127 bp
← 97 bp

← 30 bp

←

U      CM     F        HF     CF      B         M

0        0       0       0        0       88 % mtDNA 
mutat

127 bp
← 97 bp

← 30 bp

127 bp
← 97 bp

← 30 bp

←

U      CM     F        HF     CF      B         M

0        0       0       0        0       88 % mtDNA 
mutat
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Fig. 4.1.14: Anàlisi de PCR de fibra aïllada en el múscul de la pacient 4. S’aïllaren fibres positives 

(RRFs) i fibres negatives (No-RRFs) per la tinció SDH.  

 
Degut a la publicació del primer cas descrit d’herència paterna del mtDNA, 

associat a un pacient amb una mutació esporàdica restringida al múscul esquelètic 

(Schwartz i col., 2002), decidírem analitzar dita possibilitat en la pacient 5. Vàrem 

haplotipar-la mitjançant anàlisi de restricció enzimàtica i seqüenciació (pacient 5 

anomenada 1 a la figura 4.1.15). L’haplotipatge per digestió enzimàtica va mostrar 

que tant el mtDNA de la sang com el del múscul eren haplotip H (fig.4.1.14).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.4.1.15: Haplotipatge per enzims de restricció a la pacient 5 (1, a la figura). Quatre polimorfismes 

(C7028T; G13708A; A12308G i T4216C) defineixen els diferents haplotips del mtDNA (Derbeneva i col., 

2002). M= múscul, B= sang. 2= pacient amb la mutació G15084A en el citocrom b, també pacient 2 a la 

taula 4.2. 

 

Per a descartar que algun dels dos mtDNAs no pertanyés a un subgrup 

diferent dins H, seqüenciàrem les regions hipervariables 1 i 2 del D-loop, trobant un 

únic canvi que diferia entre el mtDNA del múscul i el de la sang, el polimorfisme 

T72C, només present en el mtDNA del múscul (taula 4.1.2), però que no definia cap 

subgrup dins H (Derbeneva i col., 2002).  

Férem extensiu dit anàlisi a 9 pacients més amb miopatia deguda a 

mutacions restringides a múscul esquelètic. Quatre pacients amb mutacions 

puntuals en gens estructurals, i cinc pacients amb deleccions úniques. En alguns 

casos disposàrem de mtDNA provinent de la mare i del pare (veure taula 4.1.2). En 

cap cas trobàrem evidències d’herència paterna (taula 4.1.2). Però en 4 dels 9 
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pacients estudiats, trobàrem un únic polimorfisme diferencial entre múscul i sang 

(assenyalat en vermell a la taula 4.1.2). I dues reorganitzacions per delecció d’una 

base en múscul, en altres dos pacients amb deleccions simples. 

  
Pacient Mutació Haplotip 

múscul 
Haplotip 

sang 
Haplotip 

mare 
Haplotip 

pare 
D-loop en 

múscul 
D-loop en 

sang 
 D-loop 
en sang 

mare 

D-loop en 
sang  pare 

 
 

1 

 
 

G12334A 

 
 

H 

 
 

H 

 
 

n.d. 

 
 

n.d. 

T72C 
A263G 

InsC309 
InsC315 
G16244A 
C16278T 

/ 
A263G 

InsC309 
InsC315 
G16244A 
C16278T 

 
 

n.d. 

 
 

n.d. 

 
 

2 

 
 

G15084A 

 
 

H 

 
 

H 

 
 

n.d. 

 
 

T 

T57C 
G185A 

InsC309 
T16172C 

/ 
/ 

T57C 
/ 

InsC309 
T16172C 

/ 
/ 

 
 

n.d. 

/ 
/ 
/ 
/ 

T16126C 
C16294T 

 
3 

 
G15168A 

 
T 

 
T 

 
T 

 
n.d. 

A73G 
T146C 
G185A 
A183G  

A73G 
T146C 
G185A 

/ 

A73G 
T146C 
G185A 

/ 

 
n.d. 

 
4 

 
G5920A 

 
H 

 
H 

 
n.d. 

 
Non H 

G16129A 
/ 

G16129A 
/ 

 
n.d. 

/ 
C16134T 

 
5 

 
G14846A 

 
T 

 
T 

 
n.d. 

 
n.a. 

C16069T 
T16126C  

C16069T 
T16126C  

 
n..d. 

 
n.d. 

 
 
 

6 

 
 
 

Delecció 
simple 

 
 
 

H 

 
 
 

H 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

T72C 
A263G 

InsC309 
InsC315 
InsG477 
DelC522 
DelA523 
T16297C 

T72C 
A263G 

InsC309 
InsC315 

/ 
DelC522 
DelA523 
T16297C 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

7 

 
 
 

Delecció 
simple 

 
 
 

H 

 
 
 

H 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

A73G 
T195C 
A263G 

C16548T 
(he) 

A16182C 
C16179T 
T16189C 

A73G 
T195C 
A263G 

/ 
A16182C 
C16179T 
T16189C 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

8 

 
 
 

Delecció 
simple 

 
 
 

H 

 
 
 

H 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

C64T 
A73G 
T146C 

C16111T 
A16284G 
DelC309 
InsC315 

C64T 
A73G 
T146C 

C16111T 
A16284G 

/ 
InsC315 

 
 
 

n.d. 

 
 
 

n.d. 

 
9 

 
Delecció 
simple 

 
H 

 
H 

 
n.d. 

 
n.d. 

C16111T 
C16218T 
C16223T 

C16111T 
C16218T 
C16223T 

 
n.d. 

 
n.d. 

 
10 

 
Delecció 
simple 

 
H 

 
H 

 
n.d. 

 
n.d. 

C16223T 
C16234T 
T16249C 
C16278T 

C16223T 
C16234T 
T16249C 
C16278T 

 
n.d. 

 
n.d. 

 

 

 

Analitzàrem, mitjançant primers “back-to-back”, la possible presència de 

duplicacions en el D-loop d’aquests pacients. Trobàrem una duplicació de 652 bp, 

que corresponia a la duplicació tipus IV, segons Wei i col·laboradors (Wei i col., 

1996). Dita duplicació només era present en el mtDNA del múscul, i no en la sang 

Taula 4.1.2: Haplotips i polimorfismes en el D-Loop dels pacients amb mutacions restringides a múscul 

esquelètic. n.d= no disponible. 
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(fig 4.1.16B). Seqüenciàrem dita duplicació i constatàrem que comprenia des del 

nucleòtid 314 fins al 965, englobant les caixes CSBII i CSBIII (fig.4.1.16A). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Per a estudiar la co-linealitat de la duplicació amb la mutació, férem PCR 

llarga amb primers externs a la duplicació i a la mutació.  No obtinguérem diferències 

entre els fragments de mtDNA de múscul i de sang. El tamany de les bandes 

obtingudes en els dos casos corresponia al fragment sense duplicar (dades no 

mostrades). 

 

4.1.6 Pacient 6: El pacient 6 estava afectat de necrosi bilateral de l’estriat, però no 

presentava historia familiar de malalties neurodegenetives.  S’han descrit casos de 

BSN associats a mutacions en gens del mtDNA, bàsicament en polipèptids del 

complex I (ND6 i ND4) i de l’ATPasa (ATPasa 6 i ATPasa 8). Amb la finalitat de 

discernir si la BSN podia ser d’origen mitocondrial, decidírem estudiar la biòpsia 

muscular. La immunohistoquímica va desvetllar unes poques RRFs, suggestives de 

disfunció mitocondrial. Interessantment, la tinció per la COX va desvetllar una mena 

d’incursions al interior de la fibra muscular, que suggerien poder ser de naturalesa 

lipídica. 
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Fig.4.1.16: A) Back-to-back PCR 

amb els cinc pacients amb 

mutacions puntuals. La pacient 5 

és 1. M= múscul; B= sang; MC= 

control de múscul. B) Estructura 

de la regió duplicada. H1, 

promotor majoritari de la cadena 

pesada; H2, promotor minoritari 

de la cadena pesada; L, promotor 

de la cadena lleugera; OH, origen 

de replicació de la cadena 

pesada; CSB 1, 2, i 3, caixes 

conservades 1, 2, i 3. El 

reordenament genera duplicació 

dels promotors de les cadenes H i 

L, on el major origen de replicació 

és conservat. També es produeix

una duplicació completa del gen 

del tRNAPhe i una duplicació 

parcial del gen  rRNA 12S. 
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Fig. 4.1.17: Morfologia muscular del pacient 6. A) La tinció histoquímica per l’activitat SDH desvetllà unes 

poques RRFs. B) La tinció per l’activitat COX fou positiva, però va permetre observar amb més detall les 

poques fibres que només presentaven activitat oxidativa a la perifèria. C) Detall a més augment de les 

fibres sense activitat oxidativa en el citoplasma. x100= 100 augments; x400= 400 augments.  

  

 L’anàlisi bioquímic dels enzims de la cadena respiratòria va mostrar dèficit aïllat 

del complex I (taula 4.1.3), suggerint que el defecte molecular podia estar en algun gen 

del mtDNA codificant d’algun polipèptid component de la NADH-deshidrogenasa. Els 

valors de citrat sintasa foren elevats, però dins el rang de la normalitat. 

 
 Controls Pacient 6 
NADH-citocrom C reductasa (I+III) 12-56 4,93* 

Succinat deshidrogenasa (II) 10-25 9,33 

Decilubiquinol citocrom C oxidoreductasa (III) 55-259 73,79 

Citocrom C oxidasa (IV)  59-170 99,9 

Citrat sintasa (CS) 7-20 19,8 
 
Taula 4.1.3: Activitats dels enzims de la cadena respitaròria al múscul del pacient 6. Els valors estàn 

expressats com a nanomol·min/mg prot. Les diferències significatives estàn assenyalades amb un 

asterisc. 

  

 Després de seqüenciar els gens del mtDNA codificants pels polipèptids del 

complex I de la cadena respiratòria, es va trobar la transició T a C a la posició 14487 

en el gen que codifica per la subunitat ND6 (figura 4.1.18).  

La mutació apareixia en estat d’heteroplàsmia tant en el múscul del pacient com en la 

sang de la mare (figura 4.1.18), i era un canvi no reportat a la literatura. Es 

seqüenciaren 150 mtDNAs control d’individus sans i no es va detectar base mutada en 

cap d’ells. 

  

 

 

SDHx100 COXx100 COX x400SDHx100 COXx100 COX x400

A B C
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Fig. 4.1.18: Electroferograma de la seqüenciació 

automàtica del gen ND6 (cadena H). Es va 

emprar un iniciador revers, d’aquí que la mutació 

T14487C apareix a la seqüència com un canvi 

de A a G. 

La seqüència superior correspon al mtDNA 

del múscul del pacient 6, i la seqüència inferior 

al mtDNA de la sang de la mare, on s’aprecia 

més quantitat de genomes normals. 

 

 

 

Per estudiar la patogenicitat de la mutació es va fer anàlisi de RFLP. Com que 

la mutació no creava ni destruïa cap lloc de tall per un enzim de restricció, vàrem 

dissenyar un iniciador mismatch revers (5’-GTTTTTTTAATTTATTTAGCTGGA-3’), que, en 

presència de la mutació, genera un punt de tall per l’enzim Gsu I. La mutació T14487C 

era heteroplàsmica, presentant-se amb una elevada proporció de genomes mutats en 

el múscul (93%). 
 

Es mesurà el percentatge de mutació en dues mostres de sang del pacient, una 

extreta l’any 1995 (77% de mtDNA mutat) i l’altra l’any 2001 (67% de mtDNA mutat). 

La mutació també era present en la sang de la mare (26% del mtDNA mutat) (figura 

4.1.19). L’estudi d’aquest pacient es va fer en estreta col·laboració amb el grup del Dr. 

Montoya, de la Universitat de Saragossa. Alhora que estudiàvem el pacient 6, 

identificaren la mateixa mutació T14487C en un altre pacient afectat de BSN (pacient 2 

en l’anàlisi de RFLP, figura 4.1.19).  
 
Fig. 4.1.19: Anàlisi de RFLP de la mutació 

T14487C en la pacient 6. En presència de la 

mutació el fragment de 209 bp és digerit per 

l’enzim Gsu I en dos fragments de 169 i 40 

bp, respectivament. C= mtDNA control 

provinent de múscul; F= pare del pacient 6 

(sang); M= Mare de la pacient 6; S95 i S01= 

sang del pacient 6, extreta al 1995 i al 2001, 

respectivament; m= múscul del pacient 6. 

P2= sang d’un segon pacient afectat de BSL, 

portador de la mutació T14487C (estudiat pel 

grup del  Dr. Montoya). 

 

 

C P2 F M s95 s01 m
Pacient 6

209 bp
169 bp

40 bp

0 94 0 26 77 67 93 % mtDNA 
mutat

C P2 F M s95 s01 m
Pacient 6

209 bp
169 bp

40 bp

C P2 F M s95 s01 m
Pacient 6

209 bp
169 bp

40 bp

0 94 0 26 77 67 93 % mtDNA 
mutat

PACIENT 6

MARE
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PACIENT 6
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4.2 Estudi dels mecanismes de patogenicitat. Generació de cíbrids 
transmitocondrials. 

S’aïllaren plaquetes dels pacients 1, 2, 3, 4 i 6, i es fusionaren amb cèl·lules ρo, 

tal i com s’explica en detall a l’apartat 3.2.1. Després de la fusió les cèl·lules es feren 

créixer en medi selectiu, per a posteriorment mesurar el percentatge de mutació de 

cada clon per RFLP. Com a exemple s’il·lustra a continuació l’anàlisi per RFLP dels 

clons generats de la pacient 4 (fig.4.2.1). 

 

 

 

 
Fig. 4.2.1: Anàlisi de RFLP per la mutació G5703A dels clons de la pacient 4. La mutació trenca una diana 

per l’enzim DdeI (veure fig.4.10). La banda mutant (MUT) correspon a 110 bp, i la banda salvatge (WT) és 

de 98 bp. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 i 11: Clons analitzats. El clon que es va triar com a 100% mutant fou l’11, 

i el clon 0% mutant fou el 5. 

 
Pel pacient 1, obtinguérem un clon amb 0% de mutació (MERRF0%) i un clon 

amb 100% de mutació (MERRF100%), respectivament. Del pacient 2 només es va 

aconseguir el 100% mutat (MELAS100%). No es va poder obtenir cap clon amb 0% de 

mutació, ni amb cap tant per cent de mutació suficientment baix com per a poder 

funcionar com a control. Del pacient 3 es va obtenir el 0% (COX0%) i el 100% 

(COX100%) de mutació. També de pacient 4 es va obtenir el 0% (tRNAAsn0%) i el 

100% de mutació (tRNAAns100%), al igual que del pacient 6 (ND6 0%, i ND6 100%). 

 
4.2.1 Anàlisi  dels enzims de la cadena respiratòria  
 Amb la finalitat de saber si els cíbrids generats reproduïen els fenotips mutants, 

férem anàlisi bioquímic de la via OXPHOS. Els resultats es presenten a les taules 4.2.1 

i 4.2.2.  
 MERRF 0% MERRF 100% MELAS 100% 
 Activitat Normalitzat  

per cs 
Activitat Normalitzat  

per cs 
Activitat Normalitzat  

per cs 
NADH-citocrom c reductasa (I+III) 15.23 0.247 6.89* 0.105* 3.08* 0.053* 
Succinat-citocrom c reductasa (II+III) 13.2 0.188 2.18* 0.032* 7.21* 0.108 
Succinat deshidrogenasa (SP) (II) 15.58 0.238 12.39 0.183 15.63 0.236 
Succinat DCPIP oxidoreductasa 
(II+CoQ) 

5.27 0.075 2.65* 0.039* 3.5 0.053* 

Citocrom c oxidasa (IV) 53.9 0.774 3.53* 0.054 8.91* 0.141 
Citrat sintasa 76,37 66,27 64,26 

 
Taula 4.2.1: Activitats enzimàtiques de la via OXPHOS a les línies MERRF i MELAS. Valors expressats 

com a mmol/min*mg prot. Valors normalitzats per citrat sintasa (Cs) expressats en U/U Cs. 
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Tant la línia MERRF com la línia MELAS, presentaren marcats dèficits dels 

complexos I, III i IV de la cadena respiratòria, al comparar-los amb el control isogènic 

de MERRF (taula 4.2.1). 
 COX 0% COX 100% 
 Activitat Normalitzat  

per cs 
Activitat Normalitzat  

per cs 
NADH-citocrom c reductasa (I+III) 26.03 451.09 20.97 288.45 
Succinat deshidrogenasa (SP) (II) 14.74 70.58 10.70 138.77 
Succinat DCPIP oxidoreductasa 
(II+CoQ) 

4.60 231.77 4.39 57.58 

Citocrom c oxidasa (IV) 18.26 290.78 1.22* 16.83* 
Citrate sintasa 64.46 75.37 

 
Taula 4.2.2: Activitats enzimàtiques de la via OXPHOS a la línia COX. Valors expressats com a 

mmol/min*mg prot. Valors normalitzats per citrat sintasa (Cs) expressats en U/U Cs. 

 
La línia COX mutada va presentar dèficit aïllat del complex IV (taula 4.2.2), tal i 

com ja havia presentat el pacient 3 (veure apartat 4.1.3).  

 
4.2.2 Anàlisi de les activitats enzimàtiques antioxidants 
4.2.2.1 Línia MERRF  
4.2.2.1.1 Activitat Superòxid dismutasa a la línia MERRF  
 

 

 
 
 
 
 

 

L’activitat superòxid dismutasa augmentà significativament a la línia MERRF 

mutada (100% mutació) respecte al seu control isogènic (0% mutació). Aquest 

augment d’activitat es donà tant en l’activitat superòxid dismutasa coure-zinc (SOD-

CuZn) com en l’activitat superòxid manganés (SOD-Mn). 

Aplicant el test no paramètric de Wilcoxon (W) per a comparar les medianes de 

la línia control (0% mutació) amb la línia MERRF (100% mutació), observàrem 

diferències clàrament significatives  (p<0,01) en totes les activitats SOD. Comparant 

les distribucions de les dues mostres amb el test de Kolgomorov-Smirnov (K-S), també 

obtinguérem diferències significatives (p<0,01) entre la línia control i la mutada (taula 

4.2.3).  
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Com es pot apreciar de la comparació entre mitjanes, l’activitat SOD-Mn va 

augmentar un 69,5% en la línia mutada respecte a la control, mentres que l’activitat 

SOD-CuZn ho va fer un 50,45% (taula 4.2.3). 

 
Taula 4.2.3. Resum estadístic de l'Activitat Superòxid dismutasa a la línia MERRF 

 
L’anàlisi de western blot va demostrar que l’augment d’activitat es 

correlacionava amb un increment en els nivells de proteïna, tant pel que fa a SOD-

CuZn (figura 4.2.1), que experimentà un augment del 48%, com pel que respecta a 

SOD-Mn, que augmentà un 25%, aproximadament (figura 4.2.1). 

 

 

 

 

 

 
Fig.4.2.1: Anàlisi de Western Blot per la Superòxid dismutasa. A) Expressió de la proteina SOD1 en 

MERRF i el seu control isogènic. B) Expressió de la proteïna SOD2 en MERRF comparada amb el seu 

control isogènic. Ambdues proteïnes es miraren en homogenat total de cultiu cel·lular. Normalitzats per β-

actina. 

 

4.2.2.1.2 Activitat Catalasa a la línia MERRF 
 
 

  

 
 
 

 
 
 
La línia 100% mutada de MERRF presentà una activitat catalasa molt 

augmentada respecte al seu control isogènic (117%). L’anàlisi estadístic, aplicant els 

 SOD-TOTAL SOD-CuZn SOD-Mn 
 0%  100%  0%  100%  0%  100%  

N 13 10 13 10 17 10 
Mitjana 1998,3 3071,58 1,67286 2,51693 327,212 554,657 

Mediana 2019,64 3040,71 1,65949 2,476 328,86 564,715 
Desv. St. 0,36325 0,34059 0,372679 0,287101 0,043896 0,096592

Mínim 1562,2 2601,84 1,27153 2,12808 224,088 410,128 
Màxim 2687,79 3638,11 2,4637 2,96829 390,36 669,82 

P-Value (W) 1,06 x10-4 4,58 x10-4 2,209x10-5 
P-Value (K-S) 2,11 x10-4 6,11 x10-4 6,79 x10-6 
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 0%  100%  
N 4 5 

Mitjana 7,535 16,4 
Mediana 7,441 17,14 
Desv. St. 0,00034 0,00207 

Mínim 7,242 13,63 
Màxim 8,016 18,9 

P-Value (W) 0,01996 
P-Value (K-S) 0,02348 

 
Taula 4.2.4: Resum estadístic de l’activitat 
catalasa a MERRF. 
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tests no paramètrics de Wilcoxon i de Kolmogorov-Smirnov,  confirmaren que les 

diferències eren significatives (p<0,05) (taula 4.2.4). 

 L’augment d’activitat 

catalasa observat en MERRF, no 

es devia a un augment de síntesi 

enzimàtica, tal i com va desvetllar 

l’anàlisi per western blot (figura 

4.2.2). 

 
 
4.2.1.3 Activitat Glutatió peroxidasa a la línia MERRF 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’activitat  Glutatió peroxidasa (GSH-Px) augmentà per cinc en la línia MERRF 

mutada (100% mutació) respecte al seu control isogènic (0 % mutació).  

 
 GSH-TOTAL GSH-Se GSH-No Se 
 0%  100%  0%  100%  0%  100%  

N 7 6 7 6 6 6 
Mitjana 3,0469 16,495 2,3256 13,772 0,4737 2,7227 

Mediana 3,2462 15,714 2,2423 12,934 0,5017 2,6854 
Desv. St. 0,0011 0,0020 0,0010 0,0021 0,0001 0,0004 

Mínim 0,8972 14,564 0,3312 12,045 0,2448 2,2485 
Màxim 4,1128 19,668 3,5046 17,42 0,6082 3,1577 

P-Value (W) 0,0034 0,0034 0,00507 
P-Value (K-S) 0,0031 0,0031 0,00495 

 
 

L’anàlisi estadístic, aplicant els tests no paramètrics de Wilcoxon i de 

Kolmogorov-Smirnov, va confirmar diferències significatives (p<0,05) al comparar 

l’activitat de la línia mutada de MERRF amb el seu control isogènic, per totes les 

activitats GSH-Px.  El comportament de les dues activitats GSH peroxidasa fou molt 

similar, observant-se un augment de l’activitat GSH-Se del 492% i de l’activitat GSH-

 
25

20

15

10

5

0

MERRF 0% MERRF 100%

U
/g

 p
ro

t

ACTIVITAT GSH-TOTAL

P<10-2

 
25

20

15

10

5

0

MERRF 0% MERRF 100%

U
/g

 p
ro

t

ACTIVITAT GSH-Se

P<10-2

 
4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

,5

0,0

MERRF 0% MERRF 100%

U
/g

 p
ro

t

ACTIVITAT GSH-No Se

P<10-2

Taula 4.2.5: Resum estadístic de l’activitat Glutatió peroxidasa a la línia MERRF
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No Se del 479%, en la línia 100% mutada respecte al seu control (MERRF 0%) (taula 

4.2.5).  

 

4.2.2.2 Línia MELAS 
4.2.2.2.1 Activitat Superòxid dismutasa a la línia MELAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
L'activitat SOD incrementà significativament a la línia MELAS portadora del 

100% de mutació, respecta al control de MERRF (0% mutació). Aquest increment 

d'activitat es donà tant en la SOD mitocondrial (SOD-Mn) com en la SOD 

citoplasmàtica (SOD-CuZn). Tal i com s’aprecia a la gràfica, la tendència fou la 

mateixa pels dos enzims. 
 

 
Taula 4.2.6: Resum estadístic de l'activitat superòxid dismutasa a la línia MELAS 
 

Comparant la línia control (0% MERRF) amb la línia MELAS (100% mutació), i 

aplicant els tests no paramètrics de Wilcoxon i de Kolmogorov-Smirnov, s’observaren 

diferències clàrament significatives  (p<0,01) en totes les activitats SOD. L’activitat 

SOD-CuZn incrementà un 63%, i l’activitat SOD-Mn un 70,7% en MELAS, respecte al 

control de MERRF (taula 4.2.6). 
 A l’igual que en MERRF, l’augment de les activitats superòxid dismutasa a 

MELAS fou correlacionat amb un augment de producció d’enzim (figura 4.2.3), però en 

aquest cas, en la SOD-CuZn només s’aprecià un increment del 20%, i en la SOD-Mn 

del 15%. 

 SOD-TOTAL SOD-CuZn SOD-Mn 
 0% 100% 0% 100% 0% 100% 

N 13 8 13 8 17 13 
Mitjana 1998,3 3297,02 1672,86 2724,76 327,212 558,539 

Mediana 2019,64 3406,35 1659,49 2762,87 328,86 562,421 
Desv. St. 0,363256 0,27504 0,372679 0,208257 0,043896 0,077431 

Mínim 1562,2 2803,47 1271,53 2321,54 224,088 418,504 
Màxim 2687,79 3558 2463,7 2954,82 390,36 689,765 

P-Value (W) 1,91 x10-4 2,55x10-4 4,154x10-6 
P-Value (K-S) 9,98 x10-4 4,32x x10-4 7,987x10-7 
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Fig.4.2.3: Anàlisi de Western Blot per la Superòxid dismutasa. A) Expressió de la proteïna SOD1 en 

MELAS i el seu control isogènic. B) Expressió de la proteïna SOD2 en MELAS comparada amb el seu 

control isogènic. Ambdues proteïnes es miraren en homogenat total de cultiu cel·lular. Normalitzats per β-

actina. 

 
4.2.2.2.2 Activitat Catalasa a la línia MELAS   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La línia MELAS va presentar un augment significatiu de l’activitat catalasa en 

comparar-la amb la línia control (55,6%). L’anàlisi estadístic, aplicant els tests no 

paramètrics de Wilcoxon i de Kolmogorov-Smirnov així ho va reflectir (p<0,05) (taula 

4.2.7). 

 A l’igual que en MERRF, l’increment d’activitat catalasa no es corresponia a un 

augment en els nivells de proteïna (fig.4.2.4). 
Fig.4.2.4: Nivells de proteïna catalasa 

en MELAS comparada amb el control 

de MERRF, en homogenat total de 

cultiu cel·lular. Normalització per β-

actina. 

 
4.2.2.2.3 Activitat Glutatió peroxidasa a la línia MELAS 

L’activitat Glutatió peroxidasa (GSH-Px) a la línia MELAS respecte a la línia 

control de MERRF també mostrà un augment significatiu, tant pel que fa a l’activitat 

GSH-Px total, com les activitats GSH-Se, i la GSH-No Se. 
 

 

 

 0%  100%  
N 4 4 

Mitjana 7,535 11,725 
Mediana 7,441 11,686 
Desv. St. 0,00034 0,00117 

Mínim 7,242 10,36 
Màxim 8,016 13,17 

P-Value (W) 0,0303 
P-Value (K-S) 0,0366 

 
Taula 4.2.7: Resum estadístic de l’activitat 

catalasa a MELAS 
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Aplicant els tests no paramètrics de Wilcoxon (W) i de Kolgomogorov-Smirnov 

(K-S), observàrem diferències significatives entre la línia MELAS i la línia control de 

MERRF en totes les activitats GSH-Px. L’activitat GSH-Se augmentà un 290%, 

mentres que l’activitat GSH-No Se ho va fer un 144,24%, en la línia MELAS 100% 

mutada respecte al control de MERRF (taula 4.2.8).  

 

 
Taula 4.2.8: Resum estadístic de l’activitat glutatió peroxidasa a MELAS 
 

4.2.2.3 Línia COX 
4.2.2.3.1 Activitat Superòxid dismutasa a la línia COX 

L’activitat SOD no va mostrar diferències significatives en la línia COX al 

comparar-la amb el seu control isogènic tant pel que fa a l’activitat SOD total, com pel 

que respecte a les activitats SOD-CuZn i SOD-Mn (taula 4.2.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GSH-TOTAL GSH-Se GSH-No Se 
 0%  100%  0%  100%  0%  100% 

N 7 6 7 6 6 6 
Mitjana 3,0469 10,223 2,3256 9,0659 0,4737 1,1570 
Mediana 3,2466 10,009 2,2423 8,8181 0,5017 1,1815 
Desv. St. 0,00111 0,0015 0,00106 0,0014 0,00013 0,0002 

Mínim 0,8972 8,4945 0,3312 7,4862 0,2448 0,8662 
Màxim 4,112 12,049 3,5046 10,926 0,6082 1,5087 

P-Value (W) 0,0034 0,0034 0,00507 
P-Value (K-S) 0,0031 0,0031 0,00495 
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 Aplicant els tests no paramètrics de Wilcoxon i de Kolmogorov-Smirnov, 

confirmàrem que no hi havien diferències significatives en cap de les activitats 

superòxid dismutasa entre la línia COX i el seu control isogènic (taula 4.2.9). 

 

 SOD-TOTAL SOD-CuZn SOD-Mn 
 0% 100% 0% 100% 0% 100% 

N 7 6 7 6 7 6 
Mitjana 2377 2886 1701,7 2067 730,47 818,7 

Mediana 2370 2540 1537 1776 747 759 
Desv. St. 0,557 0,756 0,533 0,8179 0,124 0,204 

Mínim 1605,5 2218 1027 1239 578 573 
Màxim 3134 3850 2386 3120 924 1135 

P-Value (M) 0,155 0,350 0,617 
P-Value (W) 0,376 0,628 0,357 

P-Value (K-S) 0,818 0,865 0,865 
 
Taula 4.2.9: Resum estadístic de l’Activitat Superòxid dismutasa a la línia COX 
  

 A l’estudiar l’expressió de les proteïnes SOD1 i SOD2, no trobàrem diferències 

entre COX 100% mutada i el seu control isogènic (figura 4.2.5). 

 

 

 

 
 
 
 
Fig.4.2.5: Anàlisi de Western Blot per la Superòxid dismutasa. A) Expressió de la proteïna SOD1 a COX i 

el seu control isogènic. B) Expressió de la proteïna SOD2 a la línia COX comparada amb el seu control 

isogènic. Ambdues proteïnes es miraren en homogenat total de cultiu cel·lular. Normalitzats per β-actina.  
 
4.2.2.3.2 Activitat Catalasa a la línia COX    

 

 

 

 

 

 
 

Taula 4.2.10: Resum Estadístic de l’Activitat 

Catalasa 
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N 4 3 

Mitjana 6,93 6,037 
Mediana 6,705 6,04 
Desv. St. 0,2845 0,201 

Mínim 3,8 4,026 
Màxim 10,5 8,045 

P-Value (M) 0,85 
P-Value (W) 0,99 

P-Value (K-S) 0,66 
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L’activitat catalasa tampoc no mostrà diferències significatives entre la línia 

COX mutada i el seu control. L’anàlisi estadístic, comparant les mitjanes (M), les 

medianes (W) i les distribucions (K-S) així ho evidencià (taula 4.2.10).  

 
4.2.2.3.3 Activitat Glutatió peroxidasa a la línia COX 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tal i com calia esperar després d’haver analitzat les activitats superòxid 

dismutasa i catalasa, tampoc no apreciàrem diferències significatives en cap de les 

dues activitats glutatió peroxidasa (taula 4.2.11).   

 
 GSH-TOTAL GSH-Se GSH-No Se 
 0% 100% 0% 100% 0% 100% 

N 3 3 3 3 3 3 
Mitjana 4,02 3,76 2,217 2,174 1,805 1,592 

Mediana 4,05 3,84 2,17 2,06 1,88 1,486 
Desv. St. 0,055 0,617 0,166 0,626 0,137 0,206 

Mínim 3,96 3,1 2,08 1,614 1,647 1,462 
Màxim 4,06 4,312 2,40 2,85 1,89 1,83 

P-Value (M) 0,512 0,914 0,210 
P-Value (W) 0,662 0,662 0,532 

P-Value (K-S) 0,532 0,532 0,190 
 
Taula 4.2.11: Resum estadístic de l’Activitat Glutatió peroxidasa a la línia COX. 
 
4.2.2.4 Comparació entre la línia MERRF 0% jove (P18-22) i MERRF 0% vella (P66-
71) 
  Amb la finalitat de determinar quina influència tenien els números de passis en 

les activitats antioxidants, férem créixer la línia control de MERRF (MERRF 0%) fins a 

18-22 passis (MERRF 0% Jove), i fins a 66-71 passis (MERRF 0% vella), i en cada cas 

mesuràrem l’activitat de tots els enzims antioxidants.   
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4.2.2.4.1 Comparació de l�Activitat Superòxid dismutasa   
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Totes les activitats superòxid dismutasa varen augmentar amb els passis de 

manera significativa.   

 
Taula 4.2.12: Resum estadístic comparatiu entre l’activitat SOD en la línia MERRF 0% jove i MERRF % 
vella 
  

L’anàlisi estadístic, aplicant els tests no paramètrics de Wilcoxon i de 

Kolmogorov-Smirnov, confirmà que totes les activitats SOD augmentaven de manera 

significativa (P<0,01) amb el número de passis. L’activitat SOD-CuZn augmentà un 

45% en la línia Vella respecte a la Jove, i l’activitat SOD-Mn un 73,7% (taula 4.2.12). 

 

4.2.2.4.2 Comparació de l�Activitat Catalasa  

L’activitat catalasa també augmentà amb els passis en la línia MERRF 0%.  

  

 

 

 

 

Taula 4.2.13: Resum estadístic de l’Activitat 

Catalasa. 

 SOD-TOTAL SOD-CuZn SOD-Mn 
 JOVE VELLA JOVE VELLA JOVE VELLA 

N 13 4 13 4 17 4 
Mitjana 1998,3 2895,3 1672,8 2326,9 327,21 568,3 

Mediana 2019,64 2752,04 1659,5 2245,2 328,86 594,2 
Desv. St. 0,36325 0,35321 0,3726 0,3206 0,0439 0,104 

Mínim 1562,2 2661,45 1271,5 2062,3 224,1 424,3 
Màxim 2687,78 3415,61 2463,7 2754,8 390,36 660,8 

P-Value (W) 0,0055 0,0202 0,0027 
P-Value (K-S) 0,0109 0,0250 0,0030 

 JOVE  VELLA  
N 4 4 

Mitjana 7,535 10,24 
Mediana 7,441 9,357 
Desv. St. 0,00034 0,0027 

Mínim 7,2421 8,077 
Màxim 8,016 14,17 

P-Value (W) 0,0304 
P-Value (K-S) 0,0366 
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L’anàlisi estadístic, aplicant els tests no paramètrics de W i de K-S, va confirmar 

diferències significatives en l’activitat catalasa (p<0,05), augmentant un 36% en 

MERRF 0% Vella respecte a MERRF 0% Jove. La dispersió de les mostres, al agafar 

un grup reduït de pases, i amb només 4 observacions (N) replicades, fou molt estret en 

MERRF 0% Jove. En canvi, en MERRF 0% Vella és més pronunciat (desv.st=0,0027), 

evidenciant el continu augment de l’activitat catalasa en funció dels passis. 

  

4.2.2.4.3 Comparació de l�Activitat Glutatió peroxidasa 
 

 

 

 

 

 

 

 

 A l’igual que amb les activitats superòxid dismutasa i catalasa, totes les 

activitats GSH-Px augmentaren amb el número de passis a la línia control de MERRF 

(0% MERRF). 

 

 
 

GSH-TOTAL 
 JOVE           VELLA 

GSH-Se 
 JOVE             VELLA 

GSH-No Se 
   JOVE           VELLA 

N 7 4 7 4 6 4 
Mitjana 3,047 13,432 2,325 12,167 0,473 1,264 
Mediana 3,246 13,416 2,242 12,156 0,502 1,260 
Desv. St. 0,0011 0,0027 0,0010 0,0027 0,00013 0,00003 

Mínim 0,8972 10,093 0,331 8,86 0,245 1,235 
Màxim 4,113 16,80 3,504 15,5 0,61 1,30 

P-Value (W) 0,0107 0,0107 0,0142 
P-Value (K-S) 0,0123 0,0123 0,0164 

 
Taula 4.2.14: Resum estadístic comparatiu entre l’activitat Glutatió peroxidasa en MERRF 0% Jove i 

MERRF 0% Vella. 

 

L’anàlisi estadístic va confirmar diferències significatives (P(W)<0,05; P(K-

S)<0,05) entre MERRF 0% Jove i MERRF 0% Vella en totes les activitats GSH-Px. 

L’activitat GSH-Se va incrementar un 423%, efecte de l’augment del número de passis. 

L’activitat GSH-No Se també va augmentar en MERRF 0% Vella, però en aquest cas 

un 167% respecte a MERRF 0% Jove.  
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5. Discussió 
5.1. Diagnòstic de pacients 

Les encefalomiopaties mitocondrials causades per mutacions en el mtDNA 

són desordres molt heterogenis tant a nivell genotípic com fenotípic. És intuïtiu 

pensar que la disfunció de la cadena respiratòria, la maquinària final del 

metabolisme oxidatiu  i la font principal de l’ATP cel·lular, sigui patogènica. El que 

resulta més difícil d’entendre és la relació genotip-fenotip en les malalties 

relacionades amb mutacions en el mtDNA. En un raonament simplista, un es 

demana per què una mateixa mancança que afecta a la mateixa via metabòlica, 

presumiblement generant una “crisi energètica”, és capaç de causar tal 

desconcertant varietat de símptomes clínics. Algunes explicacions són aportades per 

les peculiars característiques de la genètica mitocondrial, particularment 

l’heteroplasmia i l’efecte umbral. Ambdós fenòmens ens permeten explicar, per 

exemple, perquè dins un mateix pedigree una mateixa mutació és capaç de 

manifestar-se amb un quadre molt sever tipus MELAS, o pel contrari mantenir-se 

silenciosa en altres membres del pedigree, que poden portar dita mutació en nivells 

molt elevats en sang. Però dites regles no són molt útils a l’hora d’adreçar la qüestió 

de les mutacions “teixit-específic”, per exemple per què certs gens en tRNAs estàn 

predominantment associats a una manifestació clínica específica, que no es dóna 

amb altres tRNAs. És el cas del tRNALys amb la lipomatosis múltiple (aportem 

l’exemple de la pacient 2), o el tRNAIle associat a cardiomiopatia.  

El nostre grup de pacients diagnosticats formen un clar exemple de la variada 

heterogeneïtat fenotípica de les mutacions en el mtDNA, i ens ajuden a discutir 

aquest fenomen per mirar d’entendre millor la relació genotip-fenotip en les malalties 

mitocondrials degudes a mutacions en el mtDNA. 

 

5.1.1 Pacient 1 
La pacient 1 presentava un quadre clínic multisistèmic amb sordesa, diabetis 

i miopatia,  i el defecte molecular va ser la clàssica mutació de la síndrome de 

MELAS, la A3243G en el tRNALeu(UUR) (Goto i col., 1990). La seva patogenicitat ha 

estat àmpliament estudiada en el model cel·lular del cíbrid transmitocondrial, 

observant-se disminució en l’índex de creixement cel·lular al igual que en el consum 

d’oxigen, reducció en l’activitat citocrom C oxidasa i en la síntesi d’ATP, disfunció en 

la síntesi proteica mitocondrial i disminució dels nivells dels 13 polipèptids codificats 

pel mtDNA (Chomyn i col., 1992; King, 1992; El Meziane i col., 1998b; Chomyn i col., 

2000).  
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En la família de la pacient 1, en tres generacions diferents la mutació co-

segrega amb el mateix patró fenotípic (figura 4.1.2), sempre afectant als mateixos 

teixits. Segons la segregació mitòtica, que postula que el mtDNA es reparteix a 

l’atzar durant l'embriogènesi entre les cèl·lules totipotents que donaràn lloc a les 

diferents estirps cel·lulars, caldria esperar trobar distintes manifestacions 

fenotípiques de la mutació en els membres de les diferents generacions. Però quan 

veiem casos com els de la família de la pacient 1, resulta un tant incongruent poder 

concloure que dit fenomen només és efecte de l’atzar. Altres factors poden estar-hi 

implicats. De fet, Battersby i col·laboradors recentment han demostrat en el model 

murí que la segregació del mtDNA és un procés controlat genèticament pel genoma 

nuclear (Battersby i col., 2003). El mateix grup anteriorment havia demostrat que la 

selecció d’una mutació mitocondrial era teixit i edat-depenent (Jenuth i col., 1997). 

Lehtinen i col·laboradors, estudiant l’estabilitat de la mutació 3243 en estat 

d’heteroplàsmia en cíbrids derivats de la línia 143B d’osteosarcoma i la A549 

derivada de carcinoma de pulmó, observaren que dita mutació tendia a expandir-se 

(en 143B) o a disminuir (en A549), depenent de la línia cel·lular (Lehtinen i col., 

2000). 

Tant les germanes de la pacient (III.2 i III.3, pedigree figura 4.1.2A), com el 

seu fill (IV.1, en el pedigree figura 4.1.2A), amb percentatges molt elevats de la 

mutació en sang, no tenien cap simptomatologia manifesta (fig 4.1.2B). Estudis amb 

cíbrids amb els anteriorment comentats transfons nuclears diferents (la línia 143B i la 

A549) demostraren l’efecte umbral de la mutació 3243 en relació a la funció 

respiratòria i biogenètica (Chomyn i col., 1992; King i col., 1992; El Meziane i col., 

1998). Per sota del 70% de genomes mutats les cèl·lules eren aparentment normals. 

Entre el 70 i el 90% de molècules de mtDNA mutades, s’evidenciava dèficit de 

complex I de la cadena respiratòria. I per sobre del 90% de mtDNA mutat es produïa 

una disfunció generalitzada de la cadena respiratòria. Però només a partir del 98% 

de genomes mutats hi havia una severa reducció de la síntesi proteica mitocondrial. 

Així doncs, la mutació A3243G s’ha d’expandir entorn al 90% de molècules de 

mtDNA per a manifestar la seva patologia. El número total de molècules de mtDNA 

també influeix en el fenotip final, en el sentit que les cèl·lules amb menys número de 

còpies creuen més aviat l’umbral (Bentlage i col., 1996). Al no poder quantificar la 

mutació en altres teixits en els parents de la pacient 1, resulta impossible aventurar 

quina serà la seva evolució. Tot dependrà de si la mutació arriba a assolir el nivell 

umbral en algun teixit. 
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5.1.2 Pacient 2 
La pacient 2 estava afectada de lipomes múltiples associats a un quadre 

miopàtic pur, sense afectació neurosensorial. La història familiar va mostrar MSL en 

cinc parents materns, i cap d’ells presentava problemes a nivell de SNC (fig.4.1.4).  

Només deleccions grans i úniques (Campos i col., 1996), deleccions múltiples 

(Ciafaloni i col., 1991; Klopstock i col., 1994) i mutacions puntuals en el gen del 

tRNALys (Berkovic i col., 1991; Holme i col., 1993; Silvestri i col., 1993; Larsson i col., 

1995; Naumann i col., 1997; Austin i col., 1998; Gámez i col., 1998), s’han relacionat 

amb lipomatosi múltiple simètrica d’herència materna. MSL també s’ha associada a 

un tret clínic més en alguns pedigrees de MERRF (Berkovic i col., 1989). La raó per 

la qual es produeix aquesta selectiva deposició de teixit adipós al voltant del coll, 

espatlles i altres parts del tronc, encara no es coneix. Alguns autors apunten a que la 

mutació en el mtDNA deu induir l’expressió d’algun gen nuclear que condueix a la 

proliferació d’adipòcits (Larsson i col., 1995). Altres creuen que aquest creixement de 

teixit adipós ha de deure’s a canvis en el metabolisme intermediari (Muñoz-Málaga i 

col., 2000). Els lipomes sembla que estàn constituïts de teixit adipós marró 

(Klopstock i col., 1994), teixit que té un elevat metabolisme oxidatiu mitocondrial 

acoplat a lipòlisi, raó per la qual s’ha proposat que l’acúmul de greix deu ser degut a 

una disfunció oxidativa,  via desequilibri en la generació d’ATP (Berkovic i col., 1991; 

Campos i col., 1996). Aquest desequilibri podria resultar en una lipòlisi reduïda, fet 

que derivaria en creixement adipocitari (Klopstock i col., 1994). Vila i col·laboradors 

confirmaren la implicació del teixit adipós marró en el desenvolupament de la MSL, 

al observar expressió de la proteïna UCP1, marcador de teixit adipós marró, en 

lipomes de pacients (Vila i col., 2000). 

El que sembla evident és que el tRNALys deu jugar un paper clau en 

l’homeostasi del teixit adipós en la MSL. 

La mutació que portava la nostra pacient, la A8344G (figura 4.1.3), és la 

clàssica mutació de la síndrome de MERRF (Shofnerr i col., 1990). A l’igual que la 

A3243G de MELAS, la patogenicitat d’aquesta mutació ha estat àmpliament 

estudiada en cíbrids (Chomyn i col., 1991; Enriquez i col., 1995; Villani i col., 1997), 

generant les mateixes disfuncions que la mutació 3243, anteriorment comentades. 

 

5.1.3 Pacient 3 
Estudiàrem aquesta pacient en col·laboració amb el grup del Dr. Giovanni 

Manfredi. La pacient 3 presentava un quadre molt sever d’afectació neuromuscular 

(veure apartat 2.1.1.3, material i mètodes). Les dades histoquímiques, mostrant 

fibres COX negatives sense RRFs (figura 4.1.5, resultats), sumades a les 
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bioquímiques que reflectiren dèficit aïllat del complex IV, suggerien que el defecte 

molecular havia d’estar en el complex IV de la cadena respiratòria. Es varen 

seqüenciar les tres subunitats codificades pel mtDNA de dit complex (COX I, COX II i 

COX III), trobant la mutació G6930A a la subunitat I de la COX (figura 4.1.6, 

resultats). Aquesta mutació canvia una glicina per un codó d’aturada, provocant la 

pèrdua dels darrers 170 aminoàcids, aproximadament un terç del polipèptid.  

Bruno i col·laboradors caracteritzaren aquesta mutació en el model del cíbrid 

transmitocondrial. Obtingueren clons al 35% i 65% de mutació que pogueren 

comparar amb el seu control isogènic (0%). Observaren que el dèficit de COX era 

directament proporcional al tant per cent de mutació, i que el factor umbral era 

inferior al que normalment s’observa a les mutacions en tRNAs, perquè el clon amb 

35% de mutació ja evidenciava dèficit de COX. La mutació també afectava el 

consum d’oxigen i l’ensamblatge de la subunitat I i d’altres subunitats de la citocrom 

oxidasa, com la COX II i la COX Ivc (Bruno i col., 1999). D’Aurelio i col·laboradors 

demostraren que quan la mutació G6930A assoleix percentatges entorn al 65% hi ha 

un desacoplament total del complex IV. No detectaren producte de translació 

corresponent a COX I mutada ni en gel d’electroforesi marcat radiocativament, ni en 

immunoblot. Aquest fet va suggerir als autors que la porció truncada del polipèptid, 

corresponent a la part c-terminal i que possiblement permet la inserció del polipèptid 

a la membrana mitocondrial interna i l’ensamblatge amb les altres subunitats COX, 

devia ser ràpidament degradada (D’Aurelio i col., 2001). Això explicaria que en el 

múscul del pacient, que tenia un 75% de genomes mutats (figura 4.1.7, resultats), no 

hi hagués pràcticament activitat citocrom oxidasa. 

Mutacions a les subunitats mitocondrials de la COX constitueixen el més clar 

exemple de la variabilitat fenotípica de les malalties mitocondrials. A la subunitat I 

s’han descrit altres cinc mutacions; dues, la T6742C i la T6721C, en pacients amb 

anèmia sideroblàstica idiopàtica (Gattermann i col., 1997), la C6489A, relacionada 

amb epil·lèpsia parcial (Varlamov i col., 2002), la G5920A en un quadre de 

mioglobinuria associada a intolerància a l’exercici (Karadimas i col., 2000) i una 

microdelecció que rompia la pauta de lectura en un pacient amb desordre de 

motoneurones (Comi i col., 1998) . A la subunitat II s’han descrit les mutacions 

T7671A en un pacient amb miopatia proximal (Rahman i col., 1999), la G7896A en 

un desordre multisistèmic (Campos i col., 2001) i la G7706A en un pacient afectat de 

síndrome semblant a Alpers-Huttenlocher (Uusimaa i col., 2003). I a la subunitat III 

es va trobar la mutació T9957C en un MELAS (Manfredi i col., 1995), una 

microdelecció de 15 bp en un cas de mioglobinuria recurrent (Keightley i col., 1996), 
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la mutació G9952A en un pacient amb miopatia (Hanna i col., 1998), i la inserció 

d’una C a la posició 9537 en una síndrome de Leigh (Tiranti i col., 2000). 

 
5.1.4 Pacient 4 

La pacient 4 va començar a mostrar símptomes de ptosis i miopatia als 4 

anys, i als 12 li diagnosticaren oftalmoplegia externa progressiva (PEO). PEO 

esporàdica típicament s’ha associada amb deleccions simples o múltiples en el 

mtDNA (Bohlega, 1996; Moraes, 1989), i en canvi la PEO d’herència materna s’ha 

associada a vàries mutacions puntuals (http://www.mitomap.org, 2003). PEO és molt 

poc freqüent en pacients pediàtrics. En aquesta edat, quan la miastènia s’exclou 

com a causa de PEO, els desordres mitocondrials han de ser considerats, i les 

deleccions són la causa més probable. De totes formes, algunes mutacions 

puntuals, com la T4285C i la G8342A, s’han associades a PEO en edat pediàtrica 

(Naviaux, 2000). 

El southern blot per detectar deleccions fou negatiu en la nostra pacient 

(dades no mostrades). Les dades clíniques i morfològiques (RRFs COX negatives, 

figura 4.1.8), ens suggeriren que la mutació podia afectar a algun gen de tRNA 

mitocondrial. Trobàrem la transició G a A al nucleòtid 5703 del gen que codifica pel 

tRNAAsn (fig.4.1.9), mutació prèviament reportada per Moraes i col·laboradors 

(Moraes i col., 1993). L’anàlisi de RFLP amb els familiars directes de la pacient 4 

confirmà que es tractava d’un cas esporàdic. La mutació només es presentà en la 

pacient amb un 80% de genomes mutats en múscul i un 48% en sang (fig.4.1.10). 

Tot i no trobar la mutació ni en la sang de la mare ni en la sang de l'àvia, el fet que la 

pacient la tingués tant en la sang com en el múscul, suggereix que dita mutació es 

va originar a la línia germinal materna, portadora de molts baixos nivells de mtDNA 

mutat. La hipòtesi de la "bottle-neck" (coll de botella) postula que el número de 

molècules de mtDNA que es transmet de mare a fill és molt petit (Schon, 1997). Per 

fer-se una idea, en la vaca s'ha estimat que tan sols 5 molècules de mtDNA repoblen 

el mtDNA de la següent generació (Hauswirth i Laipis, 1985). Aquest fenomen 

explicaria que una mutació que es genera a la línia germinal materna, pugui 

transmetre's a la següent generació i expandir-se fins poder manifestar la patologia.  

La patogenicitat de la mutació G5703A ha estat demostrada per Hao i 

col·laboradors en estudis amb cíbrids transmitocondrials. La mutació provoca 

disfunció de la fosforilació oxidativa i disminució de la síntesi proteica mitocondrial 

(Hao i col., 1997). També mostraren que afectava a l’estructura secundària del 

tRNA, podent provocar un descens en l’índex d’aminoacilació del tRNAAsn. 

http://www.mitomap.org
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La descripció clínica de l’únic cas reportat a la literatura amb aquesta mutació 

(Moraes i col.,1993), amb l’excepció de la seva ètnia, és pràcticament idèntica a la 

nostra pacient (edat de presentació clínica temprana, PEO, fatigabilitat i “extrema 

apariència prima”). Cal ressaltar la progressiva pèrdua de teixit gras subcutani que 

ambdues pacients experimentaren en els primers estadis de la malaltia, no 

associada a problemes d’absorció intestinal. Aquest fet és molt poc freqüent en les 

malalties mitocondrials, menys encara en els casos d’edat pediàtrica.  

Les mutacions puntuals en el mtDNA tendeixen a presentar-se amb un ampli 

ventall de manifestacions clíniques. Tal i com eren els casos de la pacient 1, amb la 

mutació 3243, la típica mutació de MELAS que en aquell cas es manifestava amb 

sordesa, diabetis mellitus i miopatia, o les anteriorment comentades mutacions en la 

COX. En canvi, la pacient 4 i la identificada anteriorment per Moraes i col·laboradors, 

es presenten amb un fenotip virtualment idèntic. Casos com els d’aquests dos 

pacients plantegen la hipòtesi de com és que algunes mutacions puntuals en el 

mtDNA poden presentar-se fenotípicament com a teixit-específic. L’exemple més 

il·lustratiu l’hem vist anteriorment amb la pacient 2, amb la MSL sempre associada a 

mutacions en el gen del tRNALys. Un fenomen semblant succeeix amb les mutacions 

en el gen del tRNAIle, les quals es manifesten amb cardiomiopatia hipertròfica, i amb 

les mutacions en el gen del citocrom b, que es manifesten amb miopatia aïllada (Di 

Mauro i Andreu, 2000).  

 L’observació que algunes mutacions puntuals en el mtDNA poden produir 

fenotips clínics quasi calcats, suggereix que hi ha d’haver altres factors, a més del 

grau d’heteroplàsmia o la demanda energètica tissular, jugant un paper important en 

la determinació fenotípica dels pacients. 

 
5.1.5 Pacient 5 

El patró d'herència materna i el caràcter multisistèmic de les malalties 

mitocondrials han constituït el dogma central de la genètica mitocondrial. Però 

aquesta concepció clàssica de caracteritzar les malalties mitocondrials ha estat 

revisada en aquests darrers anys. A l’any 1999, es va descriure una forma 

esporàdica de miopatia mitocondrial (Andreu i col., 1999a), que no segueix les 

premises bàsiques que, fins aleshores, es consideraven indispensables per a parlar 

de patologia mitocondrial. 

Andreu i col·laboradors estudiaren un grup de pacients que presentaven un 

quadre de intolerància a l’exercici de llarga evolució, sense cap evidència d'herència 

materna. Alguns d’ells havien estat diagnosticats de síndrome de fatiga crònica 

degut a que no presentaven cap senyal de malaltia neuromuscular. L’estudi de la 
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biòpsia muscular va desvetllar en tots els pacients dèficit bioquímic del complex III 

de la cadena respiratòria i RRFs, així com mutacions patogèniques en el citocrom b. 

Dites mutacions estaven restringides a l’únic teixit afectat, el múscul esquelètic, fet 

que els va suggerir que es tractaven de mutacions somàtiques (Andreu i col., 

1999a). No apareixien en la línia germinal, per tant no s'hereten. El fet més 

consistent que reforça dita hipòtesi és que no trobaren la mutació en cultiu de 

mioblastes derivats de cèl·lules satèl·lit procedents de les biòpsies musculars dels 

pacients. Suposaren que aquestes mutacions s’haurien originat de Novo 

(presumiblement durant les primeres fases de l'embriogènesi) en un número limitat 

de mioblastes i que, per raons desconegudes quedaren fitxades i desencadenaren la 

patologia. 

La intolerància a l’exercici deguda a mutacions somàtiques en el mtDNA, no 

està restringida a defectes en el gen del citocrom b. Altres gens poden estar-hi 

involucrats, com és el cas d’un pacient que presentava un dèficit aïllat del complex I 

de la cadena respiratòria i en el qual trobaren una mutació patogènica en el gen que 

codifica per la proteïna estructural ND4 del complex I (Andreu i col., 1999b). 

 La pacient 5 presentava la mateixa simptomatologia clínica que els pacients 

descrits pel citocrom b i ND4, severa intolerància a l’exercici, però amb dèficit 

combinat dels complexos III i IV, en el qual el defecte molecular fou trobat en el gen 

del tRNALeu (CUN). El fenotip clínic d'aquest tipus de pacients (Andreu i col., 1999a; 

Andreu i col.,1999b) és molt desconcertant pel neuròleg. En la majoria dels casos 

totes les proves neurològiques resulten negatives. Tal fou el cas de la nostra pacient. 

Només un discret augment de l’àcid làctic en sang (3.8 mmol/L, quan els valors 

normals són <1.8 mmol/L)  va suggerir malaltia mitocondrial i es va procedir a fer 

biòpsia muscular. La biòpsia va desvetllar moltes RRFs que no es tenyien per 

l'activitat citocrom C oxidasa, fet que indicava que dita activitat es veia alterada (fig. 

4.1.11).  

L'anàlisi bioquímic dels enzims de la cadena respiratòria va mostrar dèficit 

dels complexos III i IV (taula 4.1.1). Aquest dèficit combinat de dos complexos, 

sumat als resultats histoquímics, ens varen suggerir que el defecte molecular podia 

estar en algun tRNA, ja que mutacions en tRNAs afecten a la síntesi global de 

proteïnes (Di Mauro, 1997). Després de seqüenciar els 22 tRNAs, vàrem trobar la 

transició G a A a la posició 12334 (fig. 4.1.12), canvi no reportat a la literatura.  

Vàries evidències donen suport a la patogenicitat d’aquesta mutació. Primer, 

la mutació és heteroplàsmica, presentant-se en un percentatge molt elevat en el 

múscul de la pacient (88% de genomes mutats), i en canvi no poguérem detectar 

base mutada en cap dels altres teixits estudiats (fig.4.1.13). Segon, la proporció de 
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genomes mutats és més elevada en RRFs (65%) que en non-RRFs (15%), suggerint 

una relació directa entre la mutació i el fenotip morfològic (fig.4.1.14). Tercer, el canvi 

afecta a un residu del braç aminoacil del tRNALeu(CUN) que està molt conservat al llarg 

de l’evolució (taula 5.1), curiosament al mateix nucleòtid que la mutació 3302 en el 

tRNALeu(UUR), on es va demostrar que es produïa un processament anormal del RNA 

(Bindoff i col., 1993) (figura 5.1). I quart, la mutació G12334A no es va trobar en una 

sèrie de 100 DNAs control provinents de biòpsies musculars. 
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Taula 5.1: Comparació de la seqüència del gen tRNA Leu(CUN) en diferents espècies. La mutació 
G12334A afecta a un residu molt conservat al llarg de l'evolució. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig 5.1: Comparació entre l'estructura del tRNALeu (CUN) i el tRNALeu (UUR), on es marquen en vermell les 

mutacions G12334A i A3302G. 

 

Tot i que no va ser possible disposar de biòpsia per a poder realitzar cultiu de 

mioblastes, les dades clíniques i l’anàlisi de RFLP, fortament suggereixen que la 

mutació G12334A, a l’igual que en els casos dels pacients amb mutacions en el 

citocrom b i en ND4 (Andreu i col., 1999a; Andreu i col., 1999b),  està restringida a 

múscul esquelètic, l'únic teixit afectat. Curiosament, totes les mutacions restringides 

a múscul esquelètic són transicions G a A, suggerint un mecanisme comú de 

mutagènesi.  
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Tal i com ja s’ha comentat amb anterioritat, l’herència materna del mtDNA és 

una de les regles distinctives de la genètica mitocondrial. Però a finals del 2002, 

Schwartz i col·laboradors qüestionaren aquest dogma al reportar herència paterna 

del mtDNA en un pacient esporàdic amb intolerància a l’exercici de llarga evolució 

(Schwartz i col., 2002). La biòpsia muscular del pacient evidencià presència de 

RRFs i dèficit aïllat del complex I, i el defecte molecular fou una mutació restringida a 

múscul esquelètic en el gen estructural ND2 del mtDNA. L’haplotip del mtDNA i 

l’anàlisi de microsatèl·lits de sang paterna va demostrar inequívocament que el 90% 

del mtDNA del múscul del pacient era d’origen patern, mentre que el mtDNA 

provinent de sang era, com calia esperar, d’origen matern.  

 Aquest cas va plantejar la pregunta de si podia haver-hi relació entre les 

mutacions restringides a múscul esquelètic i l’herència paterna del mtDNA. D’aquí 

que decidírem estudiar dita possiblitat en els nostres pacients amb mutacions 

puntuals restringides a múscul esquelètic, afectats de intolerància al exercici. També 

vàrem incloure en l’estudi pacients esporàdics afectats de miopatia amb deleccions 

simples restringides a múscul esquelètic. Seqüenciàrem les regions hipervariables 1 

i 2 del D-loop i  haplotipàrem el mtDNA provinent de sang i de múscul en tots els 

pacients i, quan disposàrem de sang paterna i/o materna, també la vàrem incloure 

en l’anàlisi (taula 4.1.2). No trobàrem cap evidència d’herència paterna en cap dels 

deu pacients estudiats. En el D-loop, trobàrem polimorfismes simples en el múscul 

dels pacients 1, 4, 5, 6, 7 i 8 (nomenclatura segons la taula 4.1.2) que no eren 

presents en la seva sang, canvis que s’han de considerar mutacions que es 

generaren de novo en les primeres fases del desenvolupament en el mtDNA 

d’herència materna de l’estirp muscular.  

Els nostres resultats suggereixen que l’herència paterna deu ser un fenomen 

molt poc freqüent que no es pot relacionar amb les mutacions patogèniques 

restringides a múscul esquelètic, tot i que no podem excloure que aquest fenomen 

no pugui donar-se en casos aïllats, com és el del pacient presentat per Schwartz i 

col·laboradors. De fet, en ratolí ja s’havia reportat herència paterna, però com a 

fenomen molt rar, i amb una freqüència molt baixa, entre 1-5/100000 genomes per 

generació (Gyllesten i col., 1991). 

 Amb la finalitat d’entendre el mecanisme d’acumulació dels genomes mutats 

en el múscul esquelètic, estudiàrem la presència de possibles duplicacions en les 

regions promotores i reguladores del D-loop, com a possibles mediadores 

d’avantatge replicativa en les molècules mutades. Trobàrem en els músculs dels cinc 

pacients amb mutacions puntuals una duplicació de 652 bp (fig.4.1.16A), que es 

correspon a la duplicació tipus IV, segons la nomenclatura de Wei i col·laboradors 
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(Wei i col., 1996). La co-existència de dita duplicació i la mutació patogènica, totes 

dues restringides a múscul esquelètic, ens suggeriren que ambdues mutacions 

podien estar relacionades. Férem PCR llarga per a mirar la colinialitat de la mutació i 

la duplicació en el múscul d’aquests pacients. Les molècules amb la mutació no 

portaven la duplicació, fet que va suggerir que la mutació i la duplicació no eren 

colinials.  

Duplicacions en tàndem en el mtDNA s’han descrites com a esdeveniments 

moleculars associats a l’envelliment (Lee i col., 1994; Wei i col., 1996), i una 

duplicació de 200 bp es va identificar en el primer pacient descrit amb mutació en el 

citocrom b (Boudizi i col., 1998). En aquest cas, els autors suggeriren que la 

duplicació podia ser el resultat de rotures de cadena senzilla de mtDNA, mediades 

per dany oxidatiu derivat de la disfunció de la cadena respiratòria (Boudizi i col., 

1998). De totes formes, l’observació en els nostres pacients suggereix que la 

duplicació de 652 bp ha d’estar d’alguna manera relacionada amb els elevats 

augments de genomes mutats que s’acumulen en els músculs d’aquests pacients. 

La mutació podria conferir desavantatge replicatiu a les molècules salvatges, 

permetent l’acumulació de molècules mutades durant els cicles de replicació del 

mtDNA. Dues observacions són consistents amb aquesta hipòtesi: Primera, la 

duplicació de 652 bp inclou part de les caixes de seqüències conservades 2 i 3 

(CSB2, CSB3), a més a més de la seqüència de l’iniciador de replicació del promotor 

de la cadena lleugera (fig.4.1.16B). L’estructura resultant anormal de la regió control 

en els genomes duplicats podria generar disfunció de la replicació del mtDNA. 

Segon, el lent i progressiu desenvolupament del fenotip clínic d’aquests pacients 

amb intolerància a l’exercici és consistent amb l’acumulació gradual de genomes 

mutats durant els cicles de replicació al llarg de la vida en el múscul esquelètic. No 

podem excloure que altres duplicacions, a més a més de la de 652 bp observada en 

els nostres pacients, puguin també afectar l’índex de replicació del mtDNA en el 

múscul. Aquest podria ser el cas de la duplicació identificada al pacient portador de 

la mutació G15615A (Boudizi i col., 1998).  

Tenint en compte que el model clàssic de replicació proposat per Clayton 

(Clayton, 1982) està essent fortament discutit després de les recents investigacions 

realitzades per Holt i col·laboradors i Yang i col·laborados (Holt i col., 2000; Yang i 

col., 2002), totes les interpretacions que poguem fer agafant el model asimètric 

clàssic de replicació poden induir-nos a error. En aquest sentit cal comentar que 

alguns dels polimorfismes simples trobats en els músculs dels pacients, i que co-

linealitzaven amb la mutació patogènica, es trobaven molt propers al major punt de 

síntesi de DNA situat a la posició 191, sempre segons el model clàssic. Seguint amb 
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aquesta línia argumental, Wang i col·laboradors observaren una elevada prevalència 

de dos polimorfismes,  A189G i T408A, en els mtDNAs provinents de múscul 

esquelètic de persones majors (55-90 anys), suggerint que ambdós polimorfismes 

podien afectar la regulació de la replicació en el teixit post-mitòtic adult  (Wang i col., 

2001). 

 El paper d’aquestes duplicacions en l’acumulació del mtDNA mutat i en 

l’expressió de la intolerància a l’exercici de llarga evolució haurà de ser adreçat en 

futures investigacions. 

 

5.1.6 Pacient 6: La necrosi bilateral de l’estriat en edat pediàtrica és un grup de 

desordres neurològics poc freqüents caracteritzat per degeneració del corpus estriat. 

La seva principal característica patològica és una degeneració simètrica del nucli 

caudat i el putamen, afectant-se en determinats casos també el globus pallidus i 

altres nuclis. BSN és una entitat heterogènia pel que respecta a la variabilitat de la 

seva presentació clínica. De fet, s’ha intentat establir una classificació de les seves 

diferents manifestacions fenotípiques, però sempre hi ha un buit entre la forma de 

manifestació i el defecte metabòlic. En principi es pensava que les lesions del gangli 

basal eren típiques de la síndrome de Leigh. Goutières i Aicardi dividiren els pacients 

amb BSN documentats en tres grups (Goutières i Aicardi, 1982): (i) aquells amb 

síndrome de Leigh definida o probable; (ii) aquells amb degeneració familiar de 

l’estriat, que cursen amb una manifestació lenta i progressiva; i (iii) aquells que es 

presenten amb una manifestació abrupta de la disfunció neurològica, seguida d’una 

fallida sistèmica greu. El nostre pacient encaixaria més en aquest tercer grup, 

presentant un quadre de disartria, distonia i, començant a evidenciar retràs mental. 

La manifestació clínica dels símptomes va aparèixer després d’haver patit una 

infecció greu, característica típica d’aquest tercer grup de pacients amb BSN. 

La BSN tant es pot presentar amb un patró d’herència autosòmica recessiva, 

materna, o de forma espontània.  Davant la disparitat tant fenotípica com en el patró 

d’herència, l’abordatge del diagnòstic molecular és complicat. Però en les BSN 

degudes a mutacions en el mtDNA hi ha certs trets comuns: només s’han descrit 

mutacions en els polipèptids codificats pel mtDNA ATPasa 6 del complex V, i en 

vàries subunitats del complex I (bàsicament en ND1, ND4, ND5 i ND6). 

En el cas del pacient 6, l’estudi de la biòpsia muscular, mostrant algunes 

RRFs i dèficit aïllat del complex I, va suggerir que el defecte molecular podia estar 

en un gen del mtDNA codificant d’alguna subunitat del complex I. Després de 

seqüenciar les 7 subunitats de dit complex codificades pel mtDNA, trobàrem la 

transició T a C a la posició 14487 en el gen de la subunitat ND6 (figura 4.1.18, 



Discussió 

 100

resultats), canvi no reportat a la literatura. L’anàlisi de RFLP evidencià que la 

mutació era heteroplàsmica, presentant-se amb un gran número de molècules 

mutades en el múscul (93% de mtDNA mutat) (figura 4.1.19, resultats). Gràcies a 

que disposàrem de dues mostres de sang obtingudes en sis anys de diferència, 

poguérem observar que en aquest teixit la càrrega mutacional havia disminuït en 

aquest interval de temps (del 77% que tenia al 1995 al 67% en el 2001). Aquest 

fenomen ja s’havia constatat en cèl·lules perifèriques sanguínies portadores de la 

mutació A3243G, atribuint-se a una advantatge replicativa de les molècules 

salvatges versus les mutades, en els teixits amb capacitat mitòtica (Sue i col., 1998). 

L’anàlisi de RFLP també evidencià que la mare era portadora de la mutació (26 % de 

genomes mutats en la sang), suggerint que el pacient 6 havia heretat la mutació de 

la seva mare, que era assimptomàtica molt possiblement degut a que el percentatge 

de la mutació mai superava l’umbral patogènic en cap teixit.  

Analitzàrem 150 DNAs controls del nostre banc de DNA i no trobàrem la 

mutació T14487C en cap d’ells. 

 La mutació T14487C canvia la metionina 63 a valina (M63V) en el polipèptid 

ND6. Aquest residu està molt conservat al llarg de l’evolució, i curiosament està 

situat just després del codó 64 afectat per les mutacions C14482G, C14482A i 

T14484C, descrites en casos de neuropatia òptica hereditària de Leber (LHON), i de 

les quals s’han fet extensius estudis patogènics (Valentino i col., 2002; Carelli i col., 

1999). 

 Alhora que estudiàvem aquest pacient, el grup del Dr. Montoya va identificar 

la mateixa mutació en un altre individu afectat de distonia i BSN (pacient 2 a la figura 

4.1.19, apartat resultats), donant solidesa a la patogenicitat del canvi de T a C a la 

posició 14487. El mateix grup va generar cíbrids transmitocondrials portadors de la 

mutació, va analitzar el consum d’oxigen rotenona-depenent i va comprovar que la 

línia portadora del 100% de mutació mostrava nivells pràcticament indetectables 

d’activitat (quasi 0 fmol O2/cèl·lula/min) en comparació amb la línia control 0% 

mutada (1,758 fmol O2/cèl·lula/min) (Solano i col., 2003). Aquests resultats fortament 

suggeriren que la mutació T14487C  suprimeix l’activitat de la NADH-

Deshidrogenasa. 

El fenotip de BSN i distonia s’ha associat a dèficits de complex I, corroborats 

amb estudis in vitro, tant en plaquetes de pacients (Beneck i col., 1992) com en 

cíbrids transmitocondrials generats a partir de cèl·lules de pacients amb distonia 

idiopàtica (Tabrizi i col., 1998). A més a més, la recent identificació de tres pacients 

portadors de les mutacions 3460, 14459 i 14484 que presentaven desordres 

neurològics semblants a la síndrome de Leigh, i que com a tret comú el MRI mostrà 



Discussió 

 101

la presència de lesions bilaterals del tall cerebral (Funalot i col., 2002), dóna solidesa 

a la hipòtesi de que les mutacions en ND6 deuen jugar un paper important en la 

presentació de fenotips amb distonia. La identificació de diferentes mutacions en els 

gens del mtDNA ND6 i ATPasa 6 associades a BSN i distonia suggereixen una 

implicació gen-específic en la presentació d’aquest fenotip. 

Els nostres resultats suggereiexen que en pacients amb BSN d’herència 

materna o esporàdica, els gens mitocodrials ND s’haurien d’estudiar, principalment si 

s’evidencia dèficit de complex I. 

  

5.2 Estudi dels mecanismes de patogenicitat en cíbrids transmitocondrials. 
Tal i com hem explicat a la introducció, la cadena respiratòria mitocondrial, a 

més a més de generar la majoria d’energia utilitzada per les nostres cèl·lules i teixits, 

és la font principal de producció d’espècies reactives d’oxigen (ROS). Des de que es 

coneix que inhibint la cadena de transport d’electrons a nivell dels complexos I i III es 

potencia la generació de ROS (Boveris i col., 1972; Loschen i col., 1974; Cadenas i 

Boveris, 1980), s’ha hipotetitzat que mutacions en el mtDNA podrien produir el 

mateix efecte que els inhibidors dels esmenats complexos, generant-se una sobre-

producció de ROS, fet que provocaria dany sobre el mateix DNA mitocondrial, lípids i 

proteïnes (Freeman i Crapo, 1982).  

Hi ha hagut vàries temptatives per a intentar demostrar aquesta possible via 

patogènica de les mutacions en el DNA mitocondrial. En cultiu de fibroblastes 

derivats de pell de pacients amb dèficits de complex I es va observar un augment en 

la producció de ROS (Pitkanen i col., 1996). El mateix estudi fet en fibroblastes 

derivats de pacients amb síndrome de MELAS i MERRF va corroborar un increment 

dels nivells de H2O2 intracel·lular (Wei i col., 2001). 

Com hem vist a l’apartat 1.7, les parelles de cíbrids transmitocondrials 

aporten un model cel·lular molt valuós per a estudiar els efectes bioquímics i 

moleculars d’una mutació puntual en el mtDNA. Emprant aquest model, hem 

analitzat la resposta dels enzims antioxidants davant del suposat augment de ROS 

en les línies mutades, com a indicador indirecte d’aquesta sobre-producció.  

Generàrem cíbrids de tots els pacients que tenien la mutació en sang, i 

analitzàrem les línies MELAS (pacient 1), MERRF (pacient 2), i COX (pacient 3). De 

tots ells intentàrem obtenir clons amb el 0% de mutació i clons amb el 100%. En el 

cas de la pacient 1 fou impossible aconseguir clons a baixos nivells de mutació, amb 

el que no disposàrem de control isogènic i els assajos de la seva línia mutada 100% 

(MELAS) les comparàrem amb la línia control 0% de MERRF. 
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Prèviament a la realització dels assajos bioquímics dels enzims antioxidants, i 

amb la finalitat de comprovar que les línies mutades eren deficitàries en la funció 

OXPHOS, estudiàrem la bioquímica dels complexos de la cadena respiratòria. Tant 

la línia MERRF com la MELAS presentaren remarcables dèficits dels complexos I, III 

i IV de la cadena respiratòria (veure taula 4.2.1, resultats), els tres complexos 

bioquímics que tenen subunitats protèiques codificades pel mtDNA. Aquests 

resultats corroboraren anteriors estudis que havien observat els mateixos dèficits de 

la cadena respiratòria en MELAS (Chomyn i col., 1992; King i col., 1992) i en 

MERRF (Chomyn i col., 1991; Enriquez i col., 1995; Masucci i col., 1995). Pel que fa 

a la línia COX, i com calia esperar, només presentava dèficit aïllat del complex IV, tal 

i com prèviament havien observat D’Aurelio i col·laboradors (D’Aurelio i col., 2001). 

Tant a les línies MERRF com MELAS, l’activitat SOD-Mn, directament 

relacionada amb la producció d’anió superòxid, es presentà molt augmentada (veure 

resultats, taules 4.2.3 i 4.2.5). Per contra, a la línia COX no s’observà augment 

d’activitat SOD-Mn (veure resultats, taula 4.2.9). Tenint en compte que els 

productors de ROS a la mitocòndria són els complexos I i III (Boveris i Chance, 

1973; Boveris, 1977), no és d’estranyar que les mutacions en ambdós tRNAs 

mostrassin un augment d’activitat SOD-Mn. Aquests resultats correlacionen amb un 

estudi previ fet en mioblastes amb la mutació A3243G, a on s’observà augment de 

les activitats SOD-Mn i catalasa (Rusanen i col., 2000). En el nostre estudi, aquest 

augment d’activitat fou conseqüència de la sobre-expressió del gen de la SOD2 

(veure resultats, figures 4.2.1b i 4.2.3b). Observacions prèvies d’altres autors ja 

havien constatat inducció dels nivells de mRNA de SOD-Mn (Akashi i col., 1995; 

Wong i col., 1988) i de proteïna (Lewis-Molock i col., 1994; Akashi i col., 1995; Wong 

i col., 1988) en resposta a estrés oxidatiu. En l’únic model animal de malaltia 

mitocondrial on s’ha estudiat l’estrés oxidatiu, el ratolí knockout pel transportador de 

nucleòtids ANT1, també es va trobar increment de la producció de ROS associat a 

augments en els nivells de proteïna SOD-Mn i GSH-Px1 (Esposito i col., 1999).  

En canvi a la línia COX mutada, la disfunció a nivell de complex IV de la via 

OXPHOS no va derivar en un augment d’activitat SOD-Mn. Tot i que el complex IV 

per si sol no és una font de producció de ROS (Babcock i Wikstrom, 1992; Babcock i 

Varotsis, 1993; Varotsis i col., 1993), Dawson i col·laboradors havien suggerit que 

inhibint aquest complex es podia exacerbar la generació de ROS pels complexos I i 

III (Dawson i col., 1993). Recentment Chen i col·laboradors, inhibint la citocrom 

oxidasa amb azida, no han observat augment de producció de ROS en mitocòndries 

aïllades de cor de rata ni amb substrats pel complex I (malat, piruvat, glutamat) ni 
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amb substrats pel complex II (succinat). Però al fer el mateix experiment amb 

partícules mitocondrials, que són carents de matriu mitocondrial i per tant d’enzims 

antioxidants, sí han constatat augment de ROS al induir la cadena respiratòria amb 

NADH, en presència d’azida (Chen i col., 2003). Aquests resultats han suggerit als 

autors que bloquejant el complex IV es pot induir producció de ROS pel complex I, 

però no pel complex III (Chen i col., 2003). El complex I està ancorat a la cara 

interna de la membrana mitocondrial interna i allibera el O2
.- cap a la matriu, on 

hauria de ser metabolitzat per la SOD-Mn. Però segons el nostre sistema, la 

generació d’anió superòxid que es pugui produir via complex I efecte de la mutació 

G6930A, no deu ser suficient per a estimular una sobre-activació de la superòxid 

dismutasa mitocondrial.  

L’activitat SOD-CuZn també augmentà en MERRF i en MELAS. Degut a que 

el O2
.- no difon fàcilment a través de les membranes cel·lulars, no esperàvem trobar 

aquest enzim activat. Però recentment s’ha demostrat que SOD1, no només és un 

enzim citosòlic, sinó que també està present dins la mitocòndria, exactament a 

l’espai intermembrana (Okado-Matsumoto i Fridovich, 2001). A més a més, s’ha 

observat que l’anió superòxid generat a la matriu mitocondrial és capaç de difondre 

cap a l’espai intermembrana (Han i col., 2001), i d’aquí pot ser exportat al citoplasma 

via canals voltatge-depenents (Han i col., 2003). A l’igual que en el cas de la SOD-

Mn, aquest augment d’activitat era degut a un augment en l’expressió de proteïna, 

tal i com es va demostrar per anàlisi de Western blot (veure resultats, figures 4.2.1a i 

4.2.3a). Així doncs, el superòxid format a la membrana mitocondrial interna és 

descomposat per la SOD-Mn, que està unida a aquesta membrana, mentres que el 

que escapa cap a l’espai intermembrana i citosol és metabolitzat per la SOD-CuZn.  

A l’igual que en el cas de la SOD-Mn, la SOD-CuZn no es va veure 

significativament activada a la línia COX (veure resultats, taula 4.2.9). A diferència 

del complex I, el complex III genera superòxid a les dues cares de la membrana 

mitocondrial interna, amb el que part de l’anió superòxid format va a parar a la matriu 

mitocondrial (el que es genera al centre Qi) i part s’allibera a l’espai intermembrana 

(el que es genera a Qo). És aquesta darrera fracció de O2
.- que és substrat per la 

SOD-CuZn. El fet de no haver trobat aquest enzim activat en COX corrobora que 

bloquejos al complex IV no indueixen producció de ROS pel complex III, tal i com 

han apuntat recentment Chen i col·laboradors (Chen i col., 2003). 

El H2O2, producte de la detoxificació de les SOD, pot difondre fàcilment a 

través de les membranes mitocondrials. A la mitocòndria és detoxificat per la GSH-

Px1, i en el citosol per vàries GSH-Pxs. Tant les activitats GSH-Px seleno-depenents 
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com les no seleno-depenents augmentaren molt tant en MERRF com en MELAS, 

resultats esperats després d’haver observat que l’activitat SOD incrementava en 

ambdues línies mutades, i per tant es generava més substrat per les glutations 

peroxidases. Per la mateixa raó no esperàvem trobar augmentades aquestes 

activitats en COX, i així fou, tant la línia mutada com el seu control isogènic 

mostraren les mateixes activitats GSH-Px. 

La catalasa, enzim detoxificador del H2O2 als peroxisomes, també incrementà 

la seva activitat en MERRF i en MELAS (veure resultats, taules 4.2.4 i 4.2.7). Tal i 

com hem explicat anteriorment, el H2O2 és fàcilment difusible a través de les 

membranes, amb el que no hauria de sorpendre que si augmenta la seva 

concentració en el citoplasma, també pugui fer-ho en els peroxisomes. Però altres 

raons poden estar associades a dit augment. Higgins i col·laboradors, analitzant per 

microscopia confocal les mitocòndries del ratolí transgènic que expressa la SOD1 

mutant G93A, observaren que els peroxisomes s’adherien a la membrana 

mitocondrial, i fins i tot eren capaços de ser internalitzats per les vacuoles que es 

formen a les mitocòndries anormals d’aquests animals (Higgins i col., 2003). En 

l’esmenat treball els autors no comenten la hipòtesi del per què es produeix dit 

fenomen, tot i que ho relacionen amb l’elevada quantitat de ROS que deuen contenir 

les vacuoles. De fet, sembla com si es produís una mena de “quimiostasi” que 

atragués als peroxisomes cap a la mitocòndria per ajudar a combatre l’excés 

d’espècies reactives d’oxigen. Tal vegada el nostre augment d’activitat catalasa es 

degui a un fenomen semblant. 

A diferència de les SOD, l’augment d’activitat catalasa no fou degut a una 

regulació dels seus nivells proteics (veure resultats, figures 4.2.2 i 4.2.4). La catalasa 

és l’enzim més eficient que es coneix i mai se satura de substrat (Lledías i col., 

1998), fet que explicaria que en presència de més disponiblitat de H2O2 no hi hagués 

la necessitat de produir més proteïna.  

Pel que fa a les COX, i tal i com calia esperar després d’haver analitzat els 

enzims anteriors, no observàrem diferències significatives en l’activitat catalasa entre 

la línia mutada i el seu control isogènic (veure taula 4.2.10). 

Una consideració que cal enfatitzar és que les cèl·lules es cultivaren en medi 

ric en glucosa. Com s’ha apuntat en la introducció, en l’estadi 4 de la respiració 

(absència d’ADP), el moviment de H+ cap a l’ATP sintetasa s’atura, provocant que el 

fluxe d’electrons minvi i la cadena respiratòria torni més reduïda. Com a 

conseqüència es produeix més O2
.-. En el nostre sistema la disponibilitat de substrat 
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(ADP) és excedent, d’aquí que caldria esperar més producció de ROS in vivo i 

subseqüentment més estrés oxidatiu. A més a més, al créixer les cèl·lules en medi 

ric en glucosa fa que es generi més piruvat, que s’ha vist que funciona com un 

potent agent antioxidant en òrgans com el cor (Mallet, 2000). Tot i que no es coneix 

a què es deu la seva capacitat antioxidant, s’ha apuntat que possiblement augmenta 

l’eficiència del sistema antioxidant glutatió/NADPH (Mallet, 2000).  

El fet de treballar amb cèl·lules immortals suposa un risc en el sentit de que si 

es deixen molts de passis en cultiu augmenta la possiblitat de generar-se 

reordenaments cromosòmics, o mutacions puntuals tant en el genoma nuclear com 

en el mitocondrial. Per a comprobar la influència dels passis sobre les línies de 

cíbrids transmitocondrials, deixàrem créixer la línia control de MERRF fins a 71 

passis. Férem dos grups, un que comprenia de 18 a 22 passis, que anomenàrem 

JOVE, i l’altre de 66 a 71 passis, que anomenàrem VELLA, i determinàrem l’activitat 

antioxidant en ambdós grups, observant que a la línia VELLA tots els enzims 

s’activaven respecte a la línia JOVE, apreciant-se augment significatiu tant de les 

activitats SOD com de les activitats glutatió peroxidasa i catalasa (veure resultats, 

apartat 4.2.2.4). Cal afegir que a nivell experimental observàrem que totes les 

activitats antioxidants es mantenien constants en la línia control de MERRF fins als 

passis 28 a 30, a partir d’aquests passis començaven a augmentar de forma 

progressiva. Caldrà analitzar a nivell molecular aquests clons per a determinar quina 

és la raó que condueix a l’activació dels enzims antioxidants. Per minimitzar la 

influència dels passis en els nostres assajos, totes les activitats es mesuraren entre 

els passis 18 i 22, post-fusió. 

A partir dels resultats obtinguts en aquesta tesi, sembla evident que les dues 

mutacions en tRNAs que estudiàrem, la A8344G en el tRNALys i la A3243G en el 

tRNALeu(UUR), indueixen producció de ROS, ja que en ambdues constatàrem un 

augment de l’activitat de tots els enzims antioxidants estudiats. Totes les mutacions 

en tRNAs afecten a la síntesi global de proteïnes, amb el que tots els complexos de 

la cadena respiratòria que contenen subunitats codificades pel mtDNA es veuen 

afectats, o sigui els complexos I, III i IV. Per contra, la mutació G6930A en la 

subunitat I de la COX (complex IV) no va induir activació de cap dels enzims 

antioxidants analitzats, suggerint que no hi havia més generació de ROS efecte de la 

mutació.  

A dia d’avui, no hi ha cap tipus de teràpia curativa per les malalties 

mitocondrials. Per l’observat en el nostre estudi, l’estrés oxidatiu deu jugar un paper 

important en les mutacions que afecten als complexos generadors de ROS, com són 
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el complex I i III.  Els nostres resultats suggereixen que en pacients afectats per 

mutacions en aquests complexos, l’administració d’antioxidants, en forma de 

vitamines o cofactors, podria ser una bona teràpia preventiva per ajudar a 

neutralitzar la producció d’espècies reactives d’oxigen.  

El fet de que no totes les mutacions en el mtDNA es comportin igual quant a 

activar les defenses antioxidants, suggereix que no en totes les malalties 

mitocondrials es produeix generació de ROS, i per tant en aquests darrers casos la 

teràpia antioxidant seria contraindicatòria. De fet, en els pocs estudis que s’han fet 

per determinar els efectes d’aquesta teràpia en pacients s’han trobat resultats 

contradictoris, pacients que han respost be i d’altres que no. Estudis futurs, 

seleccionant els grups de pacients segons els tipus de mutacions que els afecten, 

seràn necessaris per a adreçar aquesta qüestió. 
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6. Conclusions 
 

1. S’ha identificat en un pacient amb un quadre de Diabetis mellitus, sordesa 

neurosensorial i miopatia, la mutació A3243G en el gen del mtDNA que 

codifica pel tRNALeu(UUR). 

 
2. S’ha identificat en un pacient afectat de lipomatosi múltiple simètrica la 

mutació A8344G en el gen del mtDNA que codifica pel tRNALys. 

 
3. S’ha identificat en un pacient amb un quadre multisistèmic d’afectació 

neurosensorial que cursava amb atacs epilèptics, ataxia d’extremitats, atròfia 

òptica, sordesa total, i fatigabilitat muscular, la mutació G6930A en el gen del 

mtDNA que codifica per la subunitat II de la citocrom oxidasa. 

 
4. S’ha identificat en un pacient afectat d’oftalmoplegia externa progressiva la 

mutació puntual G5703A en el gen del mtDNA que codifica pel tRNAAns. 

 
5. S’ha identificat una nova mutació patogènica restringida a musculatura 

esquelètica, la transició G12334A en el gen del mtDNA que codifica pel 

tRNALeu(CUN), en un pacient afectat de intolerància severa a l’exercici. 

 

6. S’ha identificat, en un pacient afectat de necrosi bilateral del estriat i distonia, 

la nova mutació patogènica T14487C al gen del mtDNA que codifica per la 

subunitat ND6 del complex NADH-Deshidrogenasa. 

 
7. S’han generat cinc línies de cíbrids transmitocondrials portadores de les 

mutacions A3243G, A8344G, G6930A, G5703A i T14487C, per a poder fer 

estudis in vitro que ens ajudin a entendre els mecanismes de patogenicitat de 

les mutacions en el mtDNA. 

 

8. L’anàlisi del sistema antioxidant en els models dels cíbrids 

transmitocondrials, mitjançant assajos bioquímics de l’activitat dels enzims 

SOD-Mn, SOD-CuZn, GPX-Se, GPX-No Se i Catalasa, ha permès corroborar 

que les dues mutacions estudiades que afecten a gens del mtDNA que 

codifiquen per tRNAs (la A3243G en el tRNALeu(UUR) i la A8344G en el 

tRNALys) provoquen sobre-activació de tots els enzims antioxidants estudiats, 

suggerint que indueixen la producció d’espècies reactives d’oxigen. 
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9. S’ha comprovat, mitjançant anàlisi de western blot, que l’augment de les 

activitats SOD-Mn i SOD-CuZn en les línies portadores de les mutacions 

A3243G i A8344G es deu a un augment en els nivells de proteïna d’ambdós 

enzims. En canvi, l’augment d’activitat catalasa també observat en ambdues 

línies no es deu a una sobre-expressió de l’enzim. 

 
10. L’anàlisi del sistema antioxidant en els models dels cíbrids transmitocondrials 

també ha permès demostrar que la línia portadora de la mutació G6930A, 

que afecta al gen del mtDNA que codifica per la subunitat II de la COX, no fa 

augmentar l’activitat dels enzims antioxidants, suggerint que no indueix 

producció de ROS, o bé que aquesta no és suficientment significativa com 

per poder sobre-activar els enzims antioxidants. 

 
11. Analitzant el sistema antioxidant en el cíbrid control (0% de mutació) de la 

línia MERRF, s’ha observat que totes les activitats dels enzims antioxidants 

estudiats augmenten en funció del número de passis, suggerint que l’estrés 

oxidatiu incrementa amb els passis en els cíbrids en cultiu. 
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