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1. ABSTRACT

Several genes involved in mitochondrial function have been related to Parkinson’s
Disease (PD). Mutations in the mitochondrial serine-threonine kinase PINK1 have been
described as causing early-onset autosomal recessive variant of PD. Here we have
tested a candidate interactor protein of PINK1, the mitochondrial translation initiation
factor 3 (MTIF3) for its potential involvement in PD pathogenesis. MTIF3 encodes a
protein which triggers the initiation of complex formation on mitochondrial ribosomes.
Dysfunction of MTIF3 leads to vulnerability to oxidative stress, related with neuronal
degeneration in PD. We describe a patient affected of PD who carries both, a
frameshift and a nonsense mutation in heterozygosis of the MTIF3 gene. We suggest
that MTIF3 should be included in the panel of genes screened in PD patients with

atypical phenotypes; especially in those with suspected autosomical recessive pattern.

2. INTRODUCCION

La Enfermedad de Parkinson (EP) se trata de un trastorno
neurodegenerativo, crénico, progresivo con sintomas motores debilitantes
(bradicinesia, temblor de reposo y rigidez) como consecuencia del agotamiento
de la transmisién dopaminérgica en los ganglios basales. Hay una reduccion de
la calidad y esperanza de vida, con una evolucién entre 10 y 25 afios de

enfermedad desde el momento del diagndstico [1].

En torno a un 75% de los casos de parkinsonismo se deben a la EP, siendo
el porcentaje restante otros casos de trastornos neurodegenerativos,

enfermedades cerebro-vasculares y drogas [2].

La EP es, en frecuencia, el primer trastorno del movimiento y la segunda
enfermedad neurodegenerativa por detras del Alzheimer. Aproximadamente un
1% de la poblacién mundial esta afectada a los 65 afios de edad, aumentando
hasta un 4-5% a los 85 afios [3] [4]. El rango de edad de inicio oscila
aproximadamente desde los 35 hasta los 85 afios y la prevalencia es igual en

varones y en mujeres.

2.1. CLINICA Y DIAGNOSTICO

El diagnostico de la EP puede ser clinico si presentan al menos dos de los

tres signos esenciales: temblor de reposo, rigidez y bradicinesia. Suelen
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comenzar con cardcter asimétrico y empeoran con la ansiedad y con la
actividad contralateral. El 85% presentan temblor de reposo, siendo uno de los
signos mas identificativos de la EP. ElI comienzo de la enfermedad puede
presentarse en forma fatiga, debilidad, alteracion de la coordinacién y malestar

general.

Otras manifestaciones motoras son: micrografia, temblor lento (de 4 a 6
ciclos por segundo) y ritmico, tipicamente llamado " en cuenta de monedas”,
facies de mascara, disminucion del parpadeo, voz apagada, lenguaje
monotono, disfagia, bloqueo motor y deficiencias de la locomocion, marcha
festinante con ausencia de braceo e inestabilidad postural. La actitud tipica que
adopta el paciente es con la cabeza y el tronco inclinados hacia delante, los

codos flexionados y antebrazos en pronacion.

Los pacientes también pueden presentar manifestaciones no motoras
relacionadas con la disminucion de dopamina (DA) en otras areas del SNC
tales como anosmia, alteraciones sensitivas, depresion, insomnio, alteraciones
del sistema autonomo (hipotension ortostatica, alteraciones gastrointestinales,
genitourinarias, disfuncion sexual), deficiencias cognitivas y demencia. Algunas

de estas se pueden ser previas a la aparicién de sintomas motores.

En la EP también se asocian sintomas neuropsiquiatricos sobre todo en
fases avanzadas como cambios en el talante, cognicion y la conducta. La
depresion es considerada una parte intrinseca de la enfermedad aunque
también se puede inducir o agravar de forma iatrogénica por farmacos
antiparkinsonianos y psicotrépicos. Las alteraciones de la cognicion incluyen la
bradifrenia, disfuncion de la memoria operativa, funcidon ejecutiva, atencion,
funcién visuoespacial y fluidez verbal. Ademas la incidencia de demencia
puede llegar a ser cinco veces mayor a personas de la misma edad. Las
manifestaciones psicéticas no son infrecuentes pudiendo presentar ilusiones
visuales y alucinaciones con conservacion de la introspeccion, ya sea por la

propia enfermedad o por iatrogenia farmacoldgica.
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2.2. ANATOMIA PATOLOGICA

Desde el punto de vista anatomopatologico se observa una degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas en la pars compacta de la sustancia negra;
disminucion de la cantidad de DA en los ndcleos estriados e inclusiones
citoplasmaticas de proteinas llamadas cuerpos de Lewy (cuyo principal
componente es la sinucleina alfa, una proteina presinaptica cuyas mutaciones
son causa de EP familiar) en las células serotoninérgicas, noradrenérgicas del

SNA 'y colinérgicas [5].

Se ha visto, sin embargo, que las zonas afectadas no se limitan Gnicamente
a la sustancia negra, sino que pueden estar afectados el ndcleo motor dorsal
del vago, el locus coeruleus y el ndcleo olfatorio también; en estadios

avanzados pueden estar dafiadas estructuras limbicas y del neocortex [6].

La mayoria de los casos se diagnostican por criterios clinicos, pero podemos
emplear procedimientos de imagen del sistema dopaminérgico cerebral como
el PET o SPECT, que muestran una menor captacion de marcadores
dopaminérgicos-estriatales, sobre todo en la zona posterior del putamen. Estos

estudios son utiles en casos dificiles y en investigacion.

2.3.  PARKINSONISMO ATIPICO Y SECUNDARIO
Parkinsonismo atipico

Constituyen un grupo de cuadros neurodegenerativos que se acompafnan de
una degeneracion mas extensa que la que se observa en la EP (las zonas mas

afectadas son las del SNC y los cuerpos estriado, palido o ambos).

Inicialmente debuta como parkinsonismo con rigidez y bradicinesia, pero de

manera tipica tienen unas manifestaciones clinicas diferentes.

Los pacientes presentan deficiencias tempranas en el habla y la marcha,
ausencia de temblor en reposo, no hay asimetria, la respuesta a la levodopa es
deficiente o nula y la evolucion es devastadora. Inicialmente la levodopa puede
producir un beneficio moderado, dificultando la diferencia con el Parkinson

clasico.
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En los estudios anatomopatologicos cabe destacar la ausencia de cuerpos
de Lewy. Para el diagndstico pueden ser utiles técnicas de imagen con
marcadores metabdlicos de los ganglios basales/talamo reflejando un perfil de
menor actividad en Globo Palido interno (GPi) con mayor actividad en el

talamo, situacion contraria a la que suele suceder en la EP.

Dentro de este grupo de parkinsonismos atipicos se incluyen la Atrofia
Multisistémica (MSA) que se acompafia de signos cerebelosos y trastornos
autonomicos; Paralisis Supranuclear Progresiva (PSP) que cursa con paralisis
de la mirada vertical, alteraciones de la locomocion y demencia tipo senil; y
Degeneracion Ganglionar Corticobasal con distonias asimétricas, alteraciones

sensitivas corticales junto con demencia.
Parkinsonismo secundario

El parkinsonismo secundario puede deberse a drogas o farmacos, apoplejia,
tumor, infeccion o exposicion a téxicos como el mondxido de carbono o el
magnesio. La causa mas comun la constituyen los antagonistas
dopaminérgicos como los neurolépticos (antipsicoticos), también
metoclopramida y clorperazina usados para problemas digestivos produciendo
parkinsonismo secundario y dicinesias tardias. Otros farmacos: tetrabenazina,

amiodarona y litio [2].
2.4. ETIOLOGIA Y PATOGENIA

La base patogénica del EP esta en la muerte de neuronas dopaminérgicas
nigrales y otras células por accion de mdultiples factores como la vulnerabilidad
genética, estrés oxidativo, disfuncion de proteosomas (alteracion de la
ubicuitinacion y del sistema proteosémico), actividad anormal de cinasa y

factores ambientales, muchos aun sin identificar.

La EP se presenta de forma esporadica en la mayor parte de los casos,
siendo el resultado de la interaccion de variantes genéticas (poligénicas) que
aumenta la susceptibilidad, y de influencias ambientales. La presencia de uno

aisladamente no desencadena el padecimiento de la EP [7].
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Esta acciébn multifactorial conduce al procesamiento anormal de sinucleina
alfa, acumulacion de sustratos por disfuncion de parkina y ubiquitinacion,
radicales libres del oxigeno (ROS), apoptosis, fosforilacion inapropiada o al

plegamiento andémalo de proteinas, produciendo la muerte neuronal.

Hasta la fecha la mayor parte de los casos idiopaticos de EP parecen
esporadicos, aunque cada vez hay mas datos a favor de la influencia de los
factores genéticos sobre muchas formas de enfermedad. El papel de la
herencia parece tener mayor influencia en los casos de EP precoz (menos de

45 afos) y en mayor medida en los pacientes de menor edad [7] [8].
DISFUNCION MITOCONDRIAL

Un denominador comun en la etiopatogenia de ambas formas de EP
(esporadica y hereditaria) es la disfuncién mitocondrial. La mitocondria juega un
papel fundamental en los intercambios energéticos de la célula y en la
regulacion de su apoptosis. De esta forma, la disfuncion mitocondrial y el

Parkinson se asocian, teniendo ésta un papel decisivo en su patogénesis.

La hipétesis de que es la disfuncion mitocondrial quien subyace al desarrollo
de la EP, fue originalmente descrita a principio de 1980 por el Dr. William
Langston y su equipo, al advertir en un grupo de drogodependientes que
consumian heroina sintética o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP),

una destruccién de neuronas en la sustancia negra del cerebro [9].

Esta hipétesis a lo largo de los afios ha ido cobrando méas fuerza como
etiopatogenia de la EP con los descubrimientos de disfuncion del complejo
mitocondrial | y dafio del DNA mitocondrial por exceso de estrés oxidativo en
las formas poligénicas de EP o la identificacion de mutaciones en genes de la

homeostasis mitocondrial en las formas de EP monogénicas.

El exceso de estrés oxidativo esta implicado en las formas poligénicas de EP
[10] encontrandose defectos en el complejo mitocondrial | de la cadena de
fosforilacién oxidativa. Este parece ser el motivo por el cual el MPTP (derivado
de meperidina) y la rotenona (insecticida de uso comun) inducian un cuadro
neurolégico indistinguible de la forma clasica de EP por toxicidad oxidativa y

muerte de neuronas dopaminérgicas en los drogodependientes que consumian
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heroina sintética. El DNA mitocondrial es uno de los mas sensibles al estrés

oxidativo.

Por otro lado se ha visto in vitro que el estrés oxidativo produce agregacion
de sinucleina alfa y disfuncion proteasémica. En formas esporadicas de la EP a
nivel de la sustancia negra se han descrito casos de anormalidades del sistema

proteosomico [11].

La importancia de la mitocondria en la etiopatogenia de la EP queda de
manifiesto al observar que en las infrecuentes formas de EP monogénicas se
ven implicados genes que mantiene la funcién mitocondrial; proteinas parkina y
PINK1 parecen ser cruciales en la biogénesis, transporte y dinamica
mitocondrial. También LRRK2 vy sinucleina alfa participan en la homeostasis y
dindmica mitocondrial. Todos estos procesos estan conectados para mantener
la salud mitocondrial y parecen muy importantes durante las condiciones de
estrés a las que estd sometida la célula. Las neuronas dopaminérgicas estan
continuamente sometidas a estrés oxidativo debido al metabolismo oxidativo de
la dopamina acentuando la importancia que tiene el buen funcionamiento

mitocondrial y su asociacion al Parkinson.

GENES IMPLICADOS
Entre un 10-15% de los caso de EP son de origen familiar.
Los genes hoy conocidos implicados en EP hereditario son:
a) Genes con herencia autosémica recesiva:

PARK?2:

Codifica para la proteina parkina, una ligasa de la ubicuitina E3 involucrada
en la degradacion de proteinas dependiente de proteosoma. Parkina es
igualmente importante en el control de calidad mitocondrial degradando

mediante lisosomas a aquellas mitocondrias dafadas [12].

La importancia de este gen radica en que disfunciones del mismo provocan

alteraciones mitocondriales, degeneracion muscular y pérdida de neuronas
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dopaminérgicas en modelos animales [13]. La inactivacion de PARK2

provoca formas juveniles de parkinsonismo autosémico recesivo [14].
PINK1:

Codifica para una cinasaserina/treonina con un dominio N-terminal cuya

diana es la mitocondria [15].

Segun modelos animales, fallos enPINK1 se manifiestan con fenotipos en
los que hay esterilidad, degeneracién muscular, pérdida de neuronas
dopaminérgicas, alteracion de la morfologia mitocondrial e incrementos de
la sensibilidad al estrés oxidativo. Este dato reviste gran importancia
porque las alteraciones de PINK1 y su relacion con EP evidencian la

disfuncién mitocondrial como causa patogénica de EP.

Su pérdida de funcion da lugar a una EP autosémica recesiva de inicio
precoz. PARKG6 que codifica para PTEN inducen kinasa 1 PINK1.

Al haberse hallado similitudes fenotipicas en los modelos animales con
alteraciones en PINK1 y en parkina se cree que su ruta patogénica es
comaun. [16] [17] [18].

Por otro lado, queda confirmada la relacion funcional que se establece
entre PINK1 y parkina en la regulacion de la morfologia y funcion
mitocondrial. [19] [20] Esta ruta comun PINK1/parkina esta implicada en los
procesos de fusion y fision (remodelado) de la membrana mitocondrial y
de distribucion de organelas. Juegan un papel vital como punto de control
de calidad mitocondrial, asi, en las mitocondrias dafiadas, PINK1 recluta a
parkina desde el citoplasma para sefalizarlas como diana para la
autofagia, llamada también mitofagia (figura 1).
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Figura 1: Modelo de mitofagia dirigido por PINK1/parkina. En la imagen se observa el
proceso por el que tras la despolarizacion mitocondrial, PINK1, quien se encuentra en la
membrana mitocondrial externa (MME) se autofosforila y se activa. PINK1 activado
fosforila a parkina, generando una sefial para la ubiquitinizacién y degradacién de

proteinas de la MME por el proteasoma [11].

PARKY

Codifica para la proteina DJ-1, responsable de igual manera de formas
juveniles de EP [21].

Fallos en estos genes muestran una alteracion del procesamiento del
proteosoma que conlleva a la no degradacion de proteinas, importante

mecanismo implicado en algunas formas de EP.
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b) Genes con herencia autosémico dominante:
PARKS5

Codifica para la hidroxilasa carboxiterminal de la ubicuitina L1 (UCH-L1),

otro componente del sistema proteosémico de la ubicuitina [22].
PARK1

Codifica para la proteina alfa-sinucleina-snca. Se ha descrito como causa
de EP de inicio precoz de muy rapida progresion (9.7 afios de
supervivencia estimada desde el diagnostico). La clinica y la respuesta a
levodopa en pacientes con mutaciones en PARK1 es tipica [23].

PARKS

Codifica para LRRK2/ dardarina [24] LRRK2 es una proteina que contiene
dominios ricos en leucina y un dominio quinasa. Las mutaciones en este
gen estan asociadas a formas genéticas de EP, tanto familiares como

esporadicas [25].

La proteina LRRK2 interacciona con el microRNA (mi RNA) para regular la
sintesis de proteinas [26]. Los hallazgos neuropatoldgicos en pacientes
con mutaciones en el gen PARK8 son pleomorficos. Lo mas comdn es
encontrar positividad para alfa-sinucleina, cuerpos de Lewy, tau y

ubicuitina.

El fenotipo de degeneracién neuronal es muy heterogéneo; pacientes con
mutaciones en el gen PARKS8 pueden ser clasificados como casos de

demencia frontotemporal o demencia por cuerpos de Lewy [27].
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Figura 2: Patogenia de la muerte de células dopaminérgicas en la EP. Los estudios sobre las
formas hereditarias de PD han permitido identificar genes que si muestran mutacién, ocasionan
pérdida de neuronas dopaminérgicas. En esta imagen se ilustran los procesos celulares que
incluyen la ubicuitinacion y la degradacion proteinica a través del sistema proteosémico; la
respuesta al estrés oxidativo, funcion mitocondrial, fosforilacién de proteinas y plegamiento de
las mismas [2].

3. PACIENTE

Se presenta el caso de un paciente varon de 48 afios remitido por su
neurdlogo al Servicio de Genética del IBGM para la valoracion de un sindrome

parkinsoniano de inicio a los 42 afios.

Los antecedentes personales relevantes son: intervenciéon de schwanoma en
1999. No alergias conocidas. En cuanto a los antecedentes familiares no se

presenta historia de enfermedades neurolégicas en familiares de primer grado.

En la evaluacion inicial del paciente presenté flexion al caminar y leve
temblor de reposo del miembro superior izquierdo con ausencia de braceo y

rigidez, pesadez de hombro izquierdo, dolor y limitacion a la movilidad con

10
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pérdida de habilidad asociado a ligera incontinencia urinaria. Bradicinesia.

Fuerza conservada en las cuatro extremidades.

Se le realiz6 un DAT-SCAN (SPECT domaminérgico presinaptico con
ioflupano) objetivandose hipocaptacion en putdmenes y caudado, predominio
derecho.

En la actualidad esta habiendo un rapido desarrollo de las tecnologias de la
neuroimagen funcional tales como la RM, el PET-TC y el SPECT vy éstas le

proporcionan al profesional sanitario enfoques de alta precision.
El tratamiento que se le pauto fue rasagilina, ropirinol, rotigotina.

En sucesivas \visitas, la clinica hemicorporal izquierda empeoré
progresivamente sin afectacion clinica ni exploratoria derecha, siendo esta
clinica sugestiva de parkinsonismo asimétrico. Comenz6 a asociar cefalea,
estrefiimiento, dolores abdominales e insomnio con somnolencia diurna.

Present6 también alteracion del estado del &nimo con tristeza y astenia.

Se le afadi6 al tratamiento inicial levodopa 300 mg/dia, carbidopa,
entacapona con mejoria parcial. Con posterioridad el paciente comenz6é a
referir sintomatologia hemiderecha, temblor y dificultad para escribir, urgencia
miccional con incontinencia fecal y urinaria. El paciente sufrio de forma
intercurrente una depresion reactiva que requirioé tratamiento con escitalopram

y bromazepam.

Dentro de los estudios neuroldgicos que se le realizaron esta la Escala
UPDRS Il (Unified Parkinson's Disease Rating Scale) obteniendo una
puntuacion de 20/68. Esta escala es usada para seguir el avance de la EP,
valora el estado mental, las actividades de la vida diaria y las habilidades

motoras.

Globalmente el paciente no presentd mejoria motora con el tratamiento, sin
cambios positivos en el estado del animo. Progres6 negativamente con
distonias en uniones metacarpofalangicas, hipereflexia generalizada, clonus,
discinesiascoréicas en hombro izquierdo. Igualmente el paciente sufrié

inestabilidad ortostatica con caidas en bipedestacion.

11
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Ante la rapida progresion de la enfermedad, presentacion a edad temprana y

mala respuesta a la levodopa, se sospecha un posible parkinsonismo de causa

genética heredado o de novo.

Se plante6 en ese momento la realizacion de un estudio genémico.

4. ESTUDIO GENOMICO Y RESULTADOS

Se obtienen las secuencias procedentes de los exones y uniones exon-intron y

se alinean contra el genoma humano de referencia, procediéndose a la

deteccion selectiva de variantes en los genes candidatos descritos como
causantes de la enfermedad de Parkinson SNCA, LRRK2, PARK2, VPS35,
PINK1, PARK7 ATP13A2, FBX07, SLC6A3y TAF1 (Tabla 1).

Para las variantes en genes candidatos segun el modelo de herencia hicimos:

1-

Para un modelo patogénico recesivo se filtraron las variantes
eliminando aquellas con frecuencias observadas superiores a 1/500 en
individuos de la base de datos de la Universidad de Washington (6.500
exomas) y de la de gGenomics (300 exomas). Se filtran también las
variantes sinénimas no candénicas de splicing.

Para variantes heterocigotas dominantes, se filtraron las variantes
presentes en la base de datos de la Universidad de Washington (6.500
exomas) y en de la de gGenomics (300 exomas).

Al no encontrarse mutaciones potencialmente patogénicas en los
genes candidatos, se estudiaron variantes filtradas con los mismos
criterios anteriores para patrones dominantes y recesivos en el resto de
genes con entrada en OMIM vy si el fenotipo asociado encajaba. Se
identificaron 18 genes con mutaciones dominantes y 4 recesivos (2
ligados al X), pero los fenotipos asociados no encajaban con el
observado en nuestro paciente.

Finalmente se estudiaron los genes no OMIM, empezando por
aguellos con un posible modelo de herencia recesivo. Se identificaron 8
genes posibles dobles heterocigotos ya que tenian dos mutaciones

diferentes. Al buscar informacién sobre ellos, centramos nuestra

12
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atencion en MTIF3 por su relacion observada con el riesgo de EP y por
interaccionar con PINK1 [28] [29].

Cr. Pos Ref. | Obs. | Estado | N.Sec. Gen Tipo Cambio Frec.Controles
I | 17312743 | C T het 24 ATPI3A2 | missense | NM_001141974:exon27:¢.G3214A:p.A1072T | 42 % (rs3170740)
1 | 20972048 | G A hom 16 PINK1 intronic 0 84 % (rs3131713)
I | 20977000 | A C het 22 PINK1 missense NM_032409:exon8:c.A1562C:p.N521T 27 % (rs1043424)
12 | 40619082 | G A hom 15 LRRK2 | missense NM_198578:exonl:c.G149A:p.RS0H 96 % (rs2256408)
12 | 40713901 | T A hom 13 LRRK2 | missense NM_198578:exon34:c. T4939A:p.S1647T 25 % (rs11564148)
12 | 40758652 | T C hom 51 LRRK2 | missense NM_198578:exon49:¢. T7190C:p.M2397T 61 % (rs3761863)
Cr.: Cromosoma; Pos.: Posicion; Rel.: Referencia; Obs.: Observado; N.See.: Numero de secuencias que contienen la posicion reportada;
Frec.: Frecuencia (dbSNP, 1.000 Genomes, Exome Variant Server, gGenomics)
Coordenadas gendémicas de acuerdo con la versidn hg19 del genoma humano

Tabla 1: Los genes candidatos mostraron variantes presentes en individuos control con una
elevada frecuencia y/o sin consecuencias en la proteina implicada y no se consideraron

relevantes.

5. DISCUSION

En nuestro paciente se han encontrado dos tipos de variantes heterocigotas

potencialmente patogénicas.

Una de las variantes es de cambio de pauta de lectura. Estas mutaciones
estan causadas por la insercion o delecion de un nimero de nucleétidos que no
es multiplo de tres en la secuencia de ADN (Figura 3). La otra variante consiste
en una mutacién sin sentido que provoca la aparicion, de un coddén de
terminacion (UAA, UGA, o UAG) prematuro.

Los dos cambios identificados en el gen MTIF3 son patogénicos porque

tienen como consecuencia la produccion de una proteina truncada.

La variante de tipo cambio de pauta de lectura altera la pauta de lectura
normal de los 4 transcritos codificados por el gen MTIF3 debido a la delecion
de 4 nucledtidos en las posiciones ¢.583-586. Esta alteracion se traduce en la
incorporacion de 4 aminoécidos diferentes a los de la proteina y la aparicion de
una sefal de parada prematura en el aminoacido en la posicion 197. La
proteina sintetizada a partir de transcritos sin alteraciones siempre es de 278
aminoacidos. Respecto al segundo cambio, la sustitucion de un nucleétido

guanina por una adenina provoca la aparicion de un codon de parada
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prematuro (sin sentido), en todos los transcritos, lo que se traduce en la
sintesis de una proteina truncada de 84 aminoacidos (Tabla 2).

Cr. Pos Ref. Obs. | Estado | N.Sec. Gen Tipo Cambio Frec.Controles
13 | 28011285 | CTIT - het 17 MTIF3 | exonic | NM_001166261:exond:c.583_586del:p. K195fs 0
13 | 28014333 G A het 64 MTIF3 | exonic NM_001166261:exon3:c.C253T:p.R85X 0

Cr.: Cromosoma: Pos.: Posicion; Ref.: Referencia; Obs.: Observado; N.Sec.: Nimero de secuencias que contienen la posicion reportada;
Frec.: Frecuencia (dbSNP, 1.000 Genomes, Exome Variant Server, gGenomics).
Coordenadas gendmicas de acuerdo con la version hg19 del genoma humano

Tabla 2: Variantes patogénicas en el gen MTIF3.

cheld -
[ T T ) T — 5|
1k (1} pii plii gidil CTEXE aaTHE R CIESF T T)
1bp
amatLan by 1a1L708 bp TEAILISN aLassip
1 1 1 1 1 1 1 1

[

oo =

child =

AL I b ALKIH B ZRALAIN bp ZRABRISI b
1

GATTACCATAAAGAAAG
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Figura 3: La imagen muestra la representacion de los datos de secuenciacion de las
regiones que contienen las variantes identificadas de tipo cambio de pauta de lectura y sin
sentido (frameshift y nonsense) en estado heterocigoto en el gen MTIF3. Las secuencias
obtenidas en la regién se representan en forma de barras grises en la parte central de la
imagen. A) La delecion de cuatro nucleétidos que causa la alteracién se observa mediante una
linea horizontal negra. B) En el caso de la nonsense el cambio consiste en el cambio de un
nucledtido guanina por uno adenina, que se refleja por el cambio de color en el medio de las
secuencias. En la parte inferior de la imagen se observa la secuencia nucleotidica del genoma

de referencia y los exones e intrones de los posibles transcritos que incluye la region mostrada.

Se ha estudiado extensamente la asociacion de factores mitocondriales
implicados en la traduccion, elongacion y terminacion del mRNA, habiéndose
identificado varias de estas proteinas y su papel en la patogénesis de la EP en

seres humanos [7].

Presentamos MTIF3 como candidato a ser la causa de la enfermedad en el

paciente descrito.

El gen MTIF3 esta constituido por siete exones, tres de los cuales codifican
la proteina (Figura 4). MTIF3 esta localizado en el DNA nuclear, es esencial
para la formacion del complejo de iniciacion en la subunidad 55S de los
ribosomas mitocondriales y regula la translacion de las proteinas en el interior

de la mitocondria [29].

s rnd :

Uk

Figura 4: Gen MTIF3

Exones: 7

Exones codificantes: 3

Longitud del transcrito1,104 pares de bases

Longitud de la proteina traducida: 278 residuos

MTIF3 interacciona con PINK1, cuya disfuncidon si esta descrita como gen
causante de EP monogénico AR precoz [11]. Segun estudios en modelos

animales la proteina PINK1 se encuentra en la mitocondria e interacciona con
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otras proteinas homologas a MTIF3, apoyando la hipotesis que MTIF3 al
interaccionar con PINK1 tiene algun papel en la EP [28].

Se puede decir que los cambios en MTIF3 pueden causar una alteracion de
la funcion mitocondrial y en el metabolismo del RNA, aumentando de esta

forma la susceptibilidad de sufrir EP.

En la literatura estd descrito un SNP (rs7669) en el factor de traduccion
MTIF3 que codifica para una proteina que promueve la formacién de un
complejo de iniciacidbn en el ribosoma 55S, tomando un papel activo en la
iniciacion de la traduccion. Este ribosoma mitocondrial es responsable de la
sintesis de 13 proteinas de membrana y su regulacion es importante para la

correcta produccion de ATP o de los radicales libres de oxigeno [30].

El SNP consiste en un cambio de citosina por timina en la posicion 798 del
cDNA (exon 1) (Figura 5). Los pacientes pueden presentar tres genotipos
diferentes: CC, CT, TT.

SHMCM ALl

1021 TTTGAACAAAGACCATGGAA
786  TTTGAACAAAGACCATGGAA
262 --L--N--K--D--H--G--

Figura 5: Se presenta un fragmento del gen MTIF3 con las variantes descritas. En la figura
ampliada se observa el SNP (rs7669) de cambio de citosina por timina en la posicion 798 del
cDNA.

Este SNP es sin6nimo, es decir, no cambia el aminoacido codificado:
Aspartato (Asp), pero parece alterar la tasa de transcripcién, modificando las
cualidades del mRNA y de la proteina. En un estudio de casos y controles
sueco se observo que el genotipo homocigoto para el alelo T en MTIF3 causa
un descenso significativo en la expresion del mMRNA comparado con el genotipo
homocigoto C (P=.0163) [31]. Por otro lado, en Alemania, en dos estudios
independientes de casos y controles se observé que el polimorfismo ¢.798C>T
del gen MTIF3 se asocia con EP, con una significacion de P=0.0073. Segun los
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autores esta variante de MTIF3 podria perjudicar la capacidad de la
mitocondria para responder rapida y dinamicamente al estrés o al dafio,
limitando el pool de proteinas codificadas por el mtDNA [28]. Las neuronas
dopaminérgicas parecen ser especialmente vulnerables a este estrés oxidativo,

relacionandose con su degeneracion en EP [7].

A pesar de que nunca antes de este trabajo se han descrito mutaciones que
puedan relacionar MTIF3 con la EP de causa monogénica, este gen reldne una
serie de caracteristicas funcionales que lo convierten en un excelente

candidato.

Segun todo lo antedicho, sugerimos que si la existencia de variantes
hipofuncionantes de MTIF3 (genotipo TT) incrementan el riesgo de padecer EP;
en nuestro paciente, la ausencia total de la proteina codificada por MTIF3
(debido a las mutaciones de tipo cambio de pauta de lectura y sin sentido)
puede causar una disfuncion mitocondrial que es un conocido factor patogénico
de EP hereditario.

6. CONCLUSIONES

En resumen, se han identificado en este trabajo dos mutaciones deletéreas
en MTIF3 en un paciente afecto de EP de inicio precoz. La proteina codificada
por MTIF3 interacciona con la proteina mitocondrial PINK1, protegiendo las
células de la disfuncion mitocondrial inducida por estrés, todo ello sugiere el
papel potencialmente patogénico de MTIF3 en casos de EP AR que no

presentan mutaciones en los genes descritos hasta hoy.

Se debe considerar la inclusién de MTIF3 en la bateria de genes a estudiar
como causantes de EP autosdmica recesiva en pacientes que hayan resultado

negativos para los genes que actualmente si se consideran patogénicos.

Para evaluar la potencial relacion con el fenotipo, es preciso realizar estudios
de validacion y segregacion de las mutaciones en el caso y progenitores, y en

otros miembros de la genealogia.
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La identificacion de mutaciones en genes implicados en formas
monogénicas de EP permite realizar el diagnéstico patogénico, establecer
relaciones genotipo-fenotipo, estudiar la patogenia; identificar posibles dianas
terapéuticas y, solo en ocasiones, estimar un pronostico. Por otra parte, el
diagnéstico genético es imprescindible para realizar un adecuado
asesoramiento genético reproductivo que permita evitar la recurrencia de la

enfermedad.

La causa y el tratamiento curativo del Parkinson son desconocidas, pero el
avance en el conocimiento de los genes, las mutaciones y las variantes
genéticas asociadas, asi como una unificacion en el conocimiento de la
disfuncion neuronal y degeneracion mitocondrial que tienen lugar, permitiran
una aproximacion racional con novedosas dianas y estrategias terapéuticas

para este trastorno tan debilitante.
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