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I JUSTIFICACIO

En aquesta Ultima decada s’ha produit un progrés exponencial en el coneixement de la base
genetica dels trastorns psiquiatrics. S’han identificat diferents variants genetiques localitzades
en 'ADN nuclear que augmenten de forma significativa el risc de patir trastorns tan greus i
prevalents com poden ser els trastorns de l'espectre autista, la discapacitat intel-lectual i

I'esquizofrenia.

Aquesta tesi doctoral ha posat el focus en un altre genoma molt menys estudiat fins ara: ’ADN
mitocondrial (ADNmt), una petita molécula de “només” 16.569 parelles de bases que, en funcio
de la céllula, pot tenir-ne fins a centenars o milers de copies. El mitocondri té un paper crucial
en la vida ja que és l'organul que s’ocupa de produir, mitjancant la cadena respiratoria
mitocondrial (CRM), la major part de I'energia que les cél-lules de l'organisme requereixen.
LADNmt codifica per 13 subunitats proteiques d’aquesta cadena, a més d’'RNA ribosomals i de
transferéncia que participen en la seva sintesi, que son essencials per al seu adequat
funcionament, i és per aquest motiu que alteracions genetiques en aquesta molécula
repercuteixen en la generacid d’energia. Degut a l'alt requeriment energétic que precisen les
cél-lules del teixit cerebral, que juntament amb les musculars, sén les que tenen un nombre més
elevat de mitocondris i, per tant, un nombre més elevat de molécules dADNmt. Es coneixen
determinades alteracions genétiques en aquest genoma que produeixen alteracions en aquests

i altres teixits ocasionant el que es coneix com malalties mitocondrials.

LADNmt només s’hereta per via materna. El nostre grup d’investigacié va observar en alguns
arbres genealogics del nostre entorn un patré d’heréncia aparentment materna en families amb
dos o més membres amb diagnostic d’esquizofrénia. Es, precisament, després d’aquesta
observacié d’on va néixer l'interés al nostre grup per estudiar la genética mitocondrial en els
trastorns mentals. Actualment la disfuncié mitocondrial s’associa a una gran varietat de
caracteristiques fisiques i metaboliques i, també, a determinats simptomes psiquiatrics com la

psicosi o la depressio.

Aguest treball de tesi doctoral es centra en I'estudi de la disfuncié mitocondrial en el trastorn de
I'espectre autista, la discapacitat intel-lectual i I'esquizofrénia. L'objectiu és coneixer si, a partir
d’estudis clinics, genétics i metabolics, determinades alteracions mitocondrials poden tenir un

paper rellevant en el seu desenvolupament
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Il. ABREVIATURES

ADI-R: Autism Diagnostic Interview-Revised,

entrevista pel diagnostic de I'autisme revisada.
ADNmt: ADN mitocondrial.

ADOS-2: Autism Diagnostic Observation Schedule-
2; escala d’observacié per al diagnostic de

l'autisme- 2.
ARID1B: AT-rich interaction domain 1B.*
ARN: acid ribonucleic.

ARNTr: ARN ribosomic.

ADN: acid desoxiribonucleic.
ADNc: ADN complementari.
ADNnN: ADN nuclear.

ADP: adenosina difosfat.
ANKRD11: ankyrin repeat domain 11.*
ARNm: ARN missatger.

ARNt: ARN de transferencia.

ATP: adenosina trifosfat.

B

RBF: Ragged-Blue Fibres; fibres blaves esquingades.

C

Cl: complex I; NADH deshidrogenasa.

Clll: complex llI; coenzim Q: citocrom C

reductasa.
CV: complex V; ATP sintasa.

CCAMMs: Condicions Cliniques Associades a

Malalties Mitocondrials.

CK: creatina cinasa.

CNTNAP2: contactin associated protein 2.*

CPEQ: Chronic Progressive External
Ophthalmoplegia; oftalmoplegia externa

progressiva cronica.

Cll: complex II; succinat deshidrogenasa.
CIV: complex IV; citocrom c oxidasa.

CARS: Childhood Autism Rating Scale; escala

de valoracié de l'autisme infantil.

CNV: Copy Number Variant,; variant de

numero de copia.

CoA: coenzim A.

CRM: cadena respiratoria mitocondrial.
CTNNBI: catenin beta 1.*

Cl: coeficient intel-lectual.
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DAOA: D-amino acid oxidase activator.*
DISC1: DISC1 scaffold protein. *
DRD2: dopamine receptor D2.*

DYRK1A: dual specificity tyrosine phosphorylation

regulated kinase 1A.*

DI: discapacitat intel-lectual.

D-loop: displacement loop, bucle de

desplacament.

DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders; manual diagnostic i estadistic dels

trastorns mentals.

ECG: electrocardiograma.

EEG: electroencefalograma.

ESQ: esquizofrénia.

FADH2: dinucleotid de flavina-adenina.

FMR1: FMRP translational requlator 1.*

GABA: acid gamma-aminobutiric.

GRIA1: glutamate ionotropic receptor AMPA type

subunit 1.*

GRM3: glutamate metabotropic receptor 3.*

Gl: gastrointestinal.

GRIN2A: glutamate ionotropic receptor NMDA
type subunit 2A.*

GWAS: Genome-Wide Association Study; estudi

d’associacio de genoma complet.

H

HDL3: high-density lipoprotein subfraction 3; lipoproteina d’alta densitat, subfraccio 3.

ICD: International Classification of Diseases;

classificacid internacional de malalties.

IL6: Interleucina-6.

IMC: index de massa corporal

K

KCNQ2: potassium voltage-gated channel subfamily Q member 2.*
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LCR: liquid cefalorraquidi.

LHON: Leber’s Hereditary Optic Neuropathy;

neuropatia optica hereditaria de Leber.

LES: lupus eritematds sistémic.

LOF: Loss-of-function; perdua de funcid.

M

MECP2: methyl-CpG binding protein 2.*

MELAS: Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic
Acidosis, and Stroke-like episodes; encefalopatia

mitocondrial amb acidosi lactica i ictus.

MET: MET proto-oncogene, receptor tyrosine

kinase.*

MRT: Mitochondrial Replacement Therapy; terapia

de reemplagament mitocondrial.

MT-ATP6: mitochondrially encoded ATP synthase
6.*

MT-ND1: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 1.*

MT-ND3: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 3.*

MT-NDA4L: mitochondrially encoded NADH 4L

dehydrogenase.*

MT-ND6: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 6. *
MT-RNR2: mitochondrially encoded 16S RNA. *

MT-TE: mitochondrially encoded tRNA glutamic

acid. *

MT-TH: mitochondrially encoded tRNA histidine.*

MT-TM: mitochondrially encoded tRNA

methionine.*

MT-TT: mitochondrially encoded tRNA Threonine.*

MED13L: mediator complex subunit 13L.*

MERRF: Myoclonic Epilepsy with Ragged Red
Fibres; encefalopatia mioclonica amb fibres

vermelles esquincades.

MNGIE: Mitochondrial Neuro Gastrointestinal
Encephalopathy; encefalomiopatia neuro

gastrointestinal mitocondrial.

MT-7S: mitochondrially encoded 75 DNA; regid 7S
de 'ADNmt.

MT-CYB: mitochondrially encoded cytochrome b.*

MT-ND2: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 2. *

MT-ND4: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 4. *

MT-ND5: mitochondrially encoded NADH

dehydrogenase 5. *
MT-RNR1: mitochondrially encoded 12S RNA. *
MT-TA: mitochondrially encoded tRNA alanine.*
MT-TG: mitochondrially encoded tRNA glycine.*
MT-TI: mitochondrially encoded tRNA isoleucine.*

MT-TL1: mitochondrially encoded tRNA leucine 1
(UUA/G). *

MT-TQ: mitochondrially encoded tRNA

glutamine.*
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NADH: dinucleotid de nicotinamida-adenina.

NF1: neurofibromin 1.*

NARP: neuropatia, ataxia i retinitis pigmentaria.

NMDAR: receptor NMDA (N-metil-D-aspartat).

OMS/WHO: Organitzacié Mundial de la
Salut/World Health Organization.

OXTR: oxytocin receptor.*

OXPHOS: oxidative phosphorylation system:;

fosforil-lacio oxidativa.

PCR: Polymerase Chain Reaction; reaccio en

cadena de la polimerasa.

PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor;

receptors activats per proliferadors peroxisomics.

PET: Positron Emission Tomography; tomografia

per emissio de positrons.

gPCR: PCR quantitativa.

RMN: ressonancia magnetica nuclear.

RRF: Ragged-Red Fibres; fibres vermelles

esquincades.

ROS: Reactive Oxigen Species,; espécies reactives

d’oxigen.

SATB2: SATB homeobox 2.*

SCN2A: sodium voltage-gated channel alpha

subunit 2. *

SFC: sindrome de fatiga cronica.

SLC6A4: solute carrier family 6 member 4.*

SNC: sistema nervios central.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism;

polimorfisme d’un sol nucleotid.

SCQ: Social Communication Questionnaire;

glestionari de comunicacié social.

SETD1A: SET domain containing 1A, histone lysine

methyltransferase.*

SNA: sistema nervids autonom.
SRR: serine racemase. *
STAT: Screening Tool for Autism in Toddlers &

Young Children; eina de deteccié de I'autisme en

infants i joves.
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SYNGAPI: synaptic Ras GTPase activating protein
STXBP1: syntaxin binding protein 1.* 1%
SRS: Social Responsiveness Scale; escala de SPECT: Single Photon Emission Computed
resposta social. Tomography; tomografia per emissié de

positrons.

TAC: tomografia axial computaritzada. TB: trastorn bipolar.

TCA: acid tricarboxilic , .
TEA: trastorn de I'espectre autista.

TDAH: trastorn per déficit d’atencid i

) - TOC: trastorn obsessiu compulsiu.
hiperactivitat.

TSC1: TSC complex subunit 1.*
TN: trastorns del neurodesenvolupament.

) TSC2: TSC complex subunit 2. *
TP: trastorn de personalitat.

W

WES: whole exome sequencing; seqienciacié de 'exoma complet.

*Nom oficial del gen.
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ll. INTRODUCCIO

1. Trastorns del neurodesenvolupament (TN)

El cervell és la part més voluminosa i complexa de I'encefal huma que controla I'activitat del cos
i percep sensacions com la temperatura i el dolor i, encara més important, permet pensar.
Aqguesta part del cos huma es comenca a desenvolupar abans del naixement. De fet, és en el
periode prenatal quan es produeix una extensa formacio de les neurones i de I'organitzacié dels
circuits neuronals. Després del part, la composicié genética juntament amb I'amplia gamma
d’exposicions ambientals que afecten cada persona configuraran les diferéncies individuals en
les diferents trajectories neuroconductuals i, per tant, amb les conseqilients i variades

expressions psicologiques i psicopatologiques.

Una probable hipotesi de l'origen de la psicopatologia postula que, a més de la carrega geneética
i la seva interaccié amb els esdeveniments vitals que ocorren al llarg de la vida de la persona,
també tindria un paper rellevant I'estres matern, és a dir, esdeveniments vitals d’estrés percebut
per la mare que modularien el cervell fetal durant el desenvolupament®2. Aquesta és la principal
tesi de la teoria del neurodesenvolupament, que podria explicar part de l'origen dels trastorns
mentals ja que estableix que en periodes critics i sensibles de desenvolupament es produiria un
impacte dels factors ambientals (per exemple: restriccid nutricional, tractaments hormonals o
altres tipus d’exposicio, etc.) sobre I'organitzacié dels sistemes biologics, alterant les reaccions i
sistemes adaptatius neurofisiologics i la plasticitat neuronal, que sén extremadament importants
en els primers estadis del neurodesenvolupament. Com a actors d’aquesta teoria s’hi inclouen el
sistema nervids central (SNC), el sistema nervids autonom (SNA), el sistema neuroendocri (I'eix
hipotalem-hipofisiari-adrenal (HPA)), el sistema cardiovascular i el sistema immunologic. Aixi
doncs, les alteracions en aquests sistemes poden sorgir a partir de factors com: estrés matern,
malnutricid, infeccions i factors immunologics relacionats amb la mare o baix pes fetal, entre
d’altres. Aquests factors impactarien sobre |'eix HPA generant canvis en la sensibilitat del
receptor de glucocorticoides, en proteines i en neurotransmissors implicats en el
desenvolupament neuronal. Aquests canvis poden influir en el neurodesenvolupament i com a
conseqliencia augmentar la susceptibilitat a malalties metaboliques i cardiovasculars com
I'obesitat, la hipertensié i la diabetis mellitus tipus 2 (DM2) pero també a malalties psiquiatriques
com la depressio o 'esquizofrenia. Per tant, la interaccio de factors genetics i ambientals seran

determinants en 'estat de salut global de I'individu3.
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Figura 1. Mecanismes i vies per les quals el distrés matern afecta al fetus i al nen incrementant aixi el risc de psicopatologia. (Adaptat de Monk et al. 2019?)
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La discapacitat intel-lectual (Dl), els trastorns de I'espectre autista (TEA) i I'esquizofrénia (ESQ)
estan considerats trastorns del neurodesenvolupament (TN) que tindrien el seu inici en el
periode del desenvolupament cerebral i es manifestarien generalment de manera precog, és a
dir en els primers anys de vida. Tant la DI com el TEA s’inclouen en el DSM-5 dins de la categoria
de TN mentre que I'ESQ no s’hi contempla, tot i els multiples treballs que recolzen aquesta

classificacio™>.

Taula 1. Criteris diagnostics segons DSM-5 pels TN
DISCAPACITAT INTEL-LECTUAL (Trastorn del desenvolupament intel-lectual)
lleu (317) (F70)
amb especificacié de gravetat: moderat (318.0) (F71)
greu (318.1) (F72)

Retard global de desenvolupament (315.8) (F88)
Discapacitat Intel-lectual no especificada (319) (F79)
TRASTORNS DE LA COMUNICACIO
Trastorn del llenguatge (315.32) (F80.2)
Trastorn fonologic (315.39) (F80.0)
Trastorn de fluides d'inici en la infancia (tartamudeig) (315.35) (F80.81)
Trastorn de la comunicaci6 social (pragmatic) (315.39) (F80.89)
Trastorn de la comunicacié no especificat (307.9) (F80.9)
TRASTORN DE L’ESPECTRE AUTISTA (299.00) (F84.0)

TRASTORN PER DEFICIT D'ATENCIO AMB HIPERACTIVITAT
amb presentacié combinada (314.01) (F90.2)

presentacio predominant amb falta d'atenci6 (314.00) (F90.0)
presentacio predominant hiperactiva/impulsiva (314.01) (F90.1)
altre TDAH especificat (314.01) (F90.8)
TDAH no especificat (314.01) (F90.9)

Especificar si:

TRASTORN ESPECIFIC DE L'APRENENTATGE

amb dificultats en la lectura (315.00) (F81.0)
Especificar si amb dificultats en I'expressié escrita (315.02) (F81.81)
amb dificultat matematica (315.1) (F81.2)
TRASTORNS MOTORS
Trastorn del desenvolupament de la coordinacio (315.4) (F82)
Trastorn de moviments estereotipats (307.3) (F98.4)
TRASTORNS DE TICS
Trastorn de la Tourette (307.23) (F95.2)
Trastorns de tics motors o vocals persistent (cronic) (307.22) (F95.1)
Trastorns de tics transitori (307.21) (F95.5)
Altre Trastorns de tics especificat (307.20) (F95.8)
Trastorns de tics no especificat (307.20) (F95.9)
ALTRES TRASTORNS DE NEURODESENVOLUPAMENT
Altre trastorn de neurodesenvolupament especificat (315.8) (F88)
(Entre parentesi s’indiquen els codis DSM-5 i CIE10)

Malgrat que l'inici de I'ESQ és més tardana que la del TEA i la DI, també es considera un TN i

s’inclou en 'anomenat model de factor de risc de desenvolupament ja que es tracta d’un trastorn
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multidimensional i espectral. A més, posa de manifest un continuum de simptomes psicotics
subclinics, associats sovint a déficits cognitius de diferent gravetat que estarien presents abans
de la presentacié clinica de la malaltia®. Les alteracions durant el desenvolupament neurologic
intrauteri també semblen estar implicades en I'ESQ perd, a diferéncia d’altres TN, les
manifestacions cliniques com a conseqiéncia d’'una maduracié anomala dels circuits limbics i
corticals no es diagnostiquen fins anys després. La placenta també hi juga un paper important ja
gue alguns gens que s’han identificat de risc per a 'ESQ fan sensible aquest organ a l'estres
ambiental augmentant aixi la possibilitat d’alterar el desenvolupament fetal. Els canvis
epigenetics durant l'etapa fetal, vehiculitzats o no per la placenta, deixen una empremta en el
cervell que arribara fins a I'edat adulta, suggerint que, tant el risc genétic com 'ambiental, tenen
un impacte molecular en el desenvolupament de la malaltia des d’abans del naixement,

possiblement a causa de canvis en I'expressié génica produits per una modulacié ambiental®3.

GENETICA AMBIENT

Demanda energetica

@
? Disponibilitat de nutrients
c/

- Polimorfismes (ADNmt, ADNn)

§ - Mutacions (ADNmt, ADNn) Estrés i/o trauma

Inflamacio
Infeccions o toxines

‘\ f—' ESTRES OXIDATIU

DANY 1/0 DISFUNCIO MITOCONDRIAL

- Alteracions epigenétiques

Decrement de mecanismes antioxidants
Augment de ROS
n() Alteracié de l'expressié genética
Alteracio de la senyalitzacio redox

Disfuncio de la CRM
Ratio glicolisi/CRM alterada
Alteracio de la dinamica

Estres oxidatiu

% Alteracié de 'homeostasi del calci ‘//'

Alteracié funcional de RE

TRASTORNS PSIQUIATRICS
- Simptomes metabolics
- Alteracio del ritme circadia

Figura 2. Proposta d'alteracions bioenergetiques i metaboliques en l'etiopatogénia dels trastorns
psiquiatrics. (Adaptat de Kim et al. 20197) [CRM: cadena respiratoria mitocondrial; RE: reticle
endoplasmatic; ROS: espécies reactives d’oxigen]

S’han descrit mecanismes etiopatogenics comuns a la DI, el TEA i I'ESQ, pero cal destacar que en

el cas de I'ESQ les alteracions serien més discretes a I'inici de la vida i/o afectarien a mecanismes

11



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ANALISI DE LA FUNCIO MITOCONDRIAL EN TRASTORNS DEL NEURODESENVOLUPAMENT
Alba Valiente Palleja

neuronals compensables en aquesta fase i amb una millor capacitat funcional fins a I'inici dels
simptomes de la malaltia, generalment al final de I'adolescéncia i inici de I'etapa adulta®. Es
encara poc clar com variants genétiques de risc compartides per aquests tres diagnostics
produeixen variacions de simptomatologia i d’etapa vital de presentacid; perd segurament

podrien estar influides per variacions gendmiques i per factors ambientals®.

Aixi doncs, els TN es caracteritzen per alteracions biologiques en els periodes primerencs de la
vida que es tradueixen en deéficits en el funcionament personal, social, académic i ocupacional
gue poden ser visibles en els primers anys o, en alguns casos, més endavant. El rang dels déficits
de funcionament varia des de limitacions molt especifiques de I'aprenentatge o del control de
les funcions executives fins a déficits globals de les habilitats socials o de la intel-ligencia. El
possible origen comu dels TN fa que el diagnostic d’aquestes patologies prenguin una visié més
dimensional i que es superposin diagnostics o que se’n diagnostiquin dos o més alhora. Hi ha
estudis que postulen que un 41% dels nens entre 4 i 18 anys diagnosticats de DI compleixen
criteris, d’almenys, un altre trastorn psiquiatric, podent ser aquest un altre TN°. Per exemple: un
2-3% de les persones amb DI compleix criteris d’ESQ?; fins un 70% de nens amb trastorn per
deficit d’'atencid i hiperactivitat (TDAH) compleixen criteris per un trastorn psiquiatric comorbid;
i, aproximadament, el 30% d’infants amb TEA pateixen també DI'!. D’altra banda, els diagnostics
gue es presenten poden traspassar la frontera de la salut mental; aixi doncs, per exemple, la

combinacié de DI, TEA i epilépsia s'aproxima a un 0'07% de la poblacié general®*°.

12
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1.1 Trastorn de I’Espectre Autista (TEA)

El 1867 Henry Maudsley va identificar un grup de nens en la primera infancia amb retard en el
desenvolupament i alteracions en la sociabilitzacid, entre altres particularitats, als quals per
primera vegada se’ls va diferenciar de les psicosis infantils. Perd no fou fins el 1943 que Leo

Kanner va proposar el terme “autisme infantil precog”.

Aguest trastorn es caracteritza per la concurréncia de déficits en la comunicacid i interaccié
social i la preséncia habitual de patrons restrictius i restringits de comportaments, activitats i/o
interessos. Es considerat un trastorn espectral i aixo fa que les persones amb TEA puguin ser molt

diferents les unes de les altres?®.

1.1.1 Caracteristiques cliniques

El TEA es caracteritza per déficits persistents en la comunicacié i la interaccio social en multiples
contextos, inclosos els déficits en la reciprocitat social, en els comportaments comunicatius no
verbals usats per a la interaccié social i en les habilitats per desenvolupar, mantenir i entendre
les relacions. Requereix també la preséncia de patrons de comportament, interessos o activitats
de tipus restrictiu o repetitiu. Aquests simptomes estan presents des de la primera infancia i
limiten o impedeixen el funcionament quotidia. Es important destacar que els simptomes poden
canviar durant les diferents etapes del desenvolupament i poden emmascarar-se per
mecanismes compensatoris. Els criteris diagnostics poden complir-se basant-se en la informacié
historica, encara que la simptomatologia actual ha de ser causa de deteriorament significatiu i
cal considerar el TEA com un espectre, ja que les manifestacions del trastorn també varien molt
segons la gravetat de l'afectacid, el nivell del desenvolupament i l'edat cronoldgical’. Les
deficiéncies verbals i no verbals de la comunicacié social tenen diferents manifestacions segons
I'edat, el nivell intel-lectual i les capacitats lingliistiques de I'individu, a més d’altres factors, com

I'evolucié del tractament i les ajudes actuals rebudes®.

1.1.2 Prevalenga

La majoria d’estudis indiquen que la prevalenca del TEA és aproximadament d’'un 1% en la
poblacié®®, encara que recentment s’ha elevat fins a un 1’5% en paisos desenvolupats®?. D’altres,
pero, indiquen xifres menors situant la prevalenca entre 6'2/1000 i 776/1.000 o d’un cas per cada

132 persones'#?>,

Existeixen diversos factors que s’han relacionat amb l'augment de la prevalenca de TEA en la
poblacié. Entre aquests hi ha I'edat de maternitat avancada (> 40 anys), I'edat de paternitat
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avancada (=50 anys) i un interval entre embarassos curt (<24 mesos)*2. Altres factors relacionats
amb un lleuger augment del risc del TEA sén les alteracions metaboliques maternes com
l'augment de pes i la hipertensid, I'ingrés matern hospitalari a causa d’infeccions bacterianes o
virals i una historia familiar de malalties autoimmunitaries, entre d’altres. Algunes medicacions
com l'acid valproic també estan associades a un increment de risc de TEA; aixi com el part
prematur (<32 setmanes), un baix pes al néixer (<1500 g) o tenir un pes per sobre o per sota del
percentil 95. També s’han identificat factors protectors com la suplementacié amb acid folic
durant 'embaras, que s’ha associat a un menor risc de TEA'2, Cal remarcar que el risc de TEA és
de 3 a 4 vegades superior en nens respecte a nenes, indicant que el sexe masculi, per ell mateix,

ja és un factor de risct?.

1.1.3 Etiologia

Avui en dia es considera que el TEA és una malaltia complexa i multifactorial i s’intenta explicar

per la suma de la interaccio de diversos factors geneétics i ambientals.

La taxa de concordanca de TEA en bessons monozigotics, reportada recentment (92%), és molt
superior a la dels bessons dizigotics (10%), cosa que indica que els factors genétics tenen molt
més pes en el desenvolupament del TEA que els factors ambientals®. En la mateixa linia,
I’heretabilitat en el TEA s’ha estimat entre el 74% i el 93%, en funcié de I'estudi*?. Estudis en
germans indiquen que després d’un primer fill amb TEA, en un 7-20% de casos, el segon fill
també estara afectat per aquest trastorn?. Aquestes xifres augmenten si s’és el tercer germa de

dues persones amb diagnostic de TEA.

Pel que fa a factors de l'ambient i prenatals, s’han recollit com a possibles factors que
contribueixen al TEA les infeccions virals, I'edat parental i la deficiéncia de zinc?®, factor
imprescindible per a la immunitat, la sintesi proteica, la cura de ferides i la regulacié de
I'expressid genica. Aquests tres factors han demostrat tenir relacié amb un desenvolupament

cerebral fetal alterat, encara que de manera no concloent?®,

La genetica del TEA és d’alta complexitat, perqué hi ha diferents tipus d’alteracions genetiques
que estan involucrades en el seu desenvolupament. S’han identificat variants comunes (SNPs, de
I'anglés Single Nucleotide Polimorphism) que individualment aporten un risc insignificant. En
canvi hi ha altres variants que també canvien un Unic nucleotid, pero sdn molt menys freqlients
que les anteriors i tenen un elevat risc pel TEA; es coneixen com SNVs (de l'anglés Single
Nucleotide Variants). Aquestes variants tenen un fort impacte en la funcié del gen i, fins a data
d’avui, s’han identificat SNVs en més de 100 gens, com per exemple CNTNAP2, MET, OXTR, i
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SLC6A4, entre d’altres'’. Un dels gens més frequientment afectat és el CHDS, tot i que es troba
alterat en menys del 0'5% dels nens amb TEA2, Alguns d’aquests gens també es consideren gens
de risc per Dl ja que sén dues patologies freqlientment associades i que expressen proteines que
intervenen en les mateixes o en superposades xarxes moleculars'’. Tots els estudis coincideixen
qgue es necessita recerca més especifica, i amb una mostra molt més gran, per a concloure el
paper d’aquests gens en aquests trastorns. A diferéncia d’aquestes variants, que impliquen un o
uns pocs nucleotids, s’han detectat variants que involucren regions més grans del genoma,
>1000 parelles de bases, conegudes com variants de nimero de copia (CNVs, de I'anglés Copy
Number Variant), que poden ser heretades o de novo, confereixen un risc molt elevat i es creu
que estan directament relacionades amb el TEA en una minoria de pacients. S’ha informat
d’almenys 65 gens fortament associats, a més d’altres sis loci de CNVs que confereixen un efecte
reconegut per a risc de TEA®, S’han detectat algunes CNVs recurrents associades al TEA, per
exemple: eliminacions i duplicacions de la regi6é 16p11.2 i duplicacions maternes de 15q11-q13.
Altres regions cromosomiques on s’han detectat CNVs sén 1921, 79q11.23 i 22g11.2. En conjunt,
s’han descrit unes 15 CNVs recurrents que, a més de conferir risc pel TEA, també s’ha vist que

confereixen risc per 'ESQ, els trastorns de ’humor, I'epilépsia i la DI*°.

Diversos treballs indiquen que hi ha alteracions sinaptiques mediades, entre d’altres, per gens
de risc de TEA que interactuen en rutes especifiques i en diferents tipus de cel-lules;
especialment en les neurones glutamatergiques corticals i del desenvolupament del cervell fetal,

i en grups de gens que participen en la senyalitzacid, expressié i maduracié neuronal*>?°,

Per tant, sembla que la hipotesi que explicaria millor I'etiologia del TEA és la que suggereix que
moltes variants d’efecte petit combinades o no amb variants d’efecte més gran, farien un efecte
sumatori en un determinat individu i, que influides per factors vitals i de I'entorn causarien el

TEA quan es superaria un determinat llindar?®.

1.1.4 Diagnostic

El TEA és el resultat d’'una alteracid primerenca en la reorganitzacié neural durant el
neurodesenvolupament. Avui en dia, encara no hem pogut identificar biomarcadors fiables, a
part del diagnostic genétic i, generalment, el diagnostic es basa en l'observacio del

comportament.

En la primera infancia, es basa en la combinacié de l'observacié clinica del facultatiu i de la

informacio dels cuidadors principals de I'infant.
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Taula 2. Criteris diagnostics segons el DSM-5 per TEA
Deficits persistents en comunicacié i en interaccié social en diversos contextos, manifestant

el seguient, ara o pels antecedents (els ex. sén il-lustratius perd no exhaustius):
1. Els deficits en la reciprocitat social i emocional varien, p.ex. des d'un apropament social
anormal i fracas de la interaccié normal en ambdds sentits, disminucié d'interessos,

emocions o afectes compartits, fins al fracas en iniciar o respondre a interaccions socials.

2. Els deficits en les conductes comunicatives no verbals utilitzades en la interaccio social varien,
p.ex. des d’'una comunicacié verbal i no verbal poc integrada, passant per anomalies del
contacte visual i del llenguatge corporal o deficiencies de la comprensié i I'Gs de gesticulacio,
fins a una falta total d'expressio facial i de comunicacié no verbal.

3. Els déficits en el desenvolupament, manteniment i comprensié de les relacions varien, p.ex.
des de dificultats per ajustar el comportament en diversos contextos socials, dificultats per
compartir jocs imaginatius o per fer amics, fins a I'absencia d'interes per altres persones.

Patrons restrictius i repetitius de comportament, interessos o activitats, que es manifesten

en =2 dels seglients, ara o pels antecedents (els ex. son il-lustratius perd no exhaustius):

1. Moviments, utilitzacié d’objectes o parla estereotipats/repetitius (p.ex. estereotipies motores
simples, alineacié de joguines o canvi de lloc d'objectes, ecolalia, frases idiosincratiques).

2. Insistencia en la monotonia, excessiva inflexibilitat de rutines o patrons ritualitzats de
comportament verbal o no verbal (per exemple, gran angoixa per canvis petits, dificultats
amb les transicions, patrons de pensament rigids, rituals de salutacio, necessitat de prendre
el mateix cami o de menjar els mateixos aliments cada dia).

3. Interessos molt restringits i fixes que sbn anormals en quant a la seva intensitat o focus
d’interes (per exemple, fort vincle o preocupacid per objectes inusuals, interessos
excessivament circumscrits o perseverants).

4. Hiper- o hiporeactivitat als estimuls sensorials o interes inhabitual per aspectes sensorials de

I'entorn (p.ex. indiferencia aparent al dolor/temperatura, resposta adversa a sorolls o textures

especifiques, olfacte o palpacié excessiva d'objectes, fascinacioé visual per llums o moviment).

Els simptomes han d’estar presents en les primeres fases del periode desenvolupament, pero

poden no manifestar-se totalment fins que la demanda social supera les capacitats

limitades, o poden estar emmascarats per estratégies apreses en fases posteriors de la vida.

Els simptomes causen un deteriorament clinicament significatiu en la part social, laboral o

altres arees importants del funcionament habitual.

Aquestes alteracions no s’expliquen millor per la DI (trastorn del desenvolupament
intel-lectual) o per el retard global del desenvolupament. La DI i el TEA amb freqiiéncia
coincideixen; per fer diagnostics de comorbiditats de TEA i DI, la comunicacié social ha
d’estar per sota del previst pel nivell general de desenvolupament.

- Grau 1 “necessita ajuda”

Especificadors de gravetat: - Grau 2 “necessita ajuda notable”

- Grau 3 “necessita ajuda molt notable”

- Amb o sense deficit intel-lectual acompanyant.

- Amb o sense deteriorament del llenguatge acompanyant.

- Associat a afecci6 médica o genetica o a un factor ambiental
coneguts.

- Associat a un altre TN, trastorn mental o del comportament.

- Amb catatonia.

Especificar si:

El diagnostic es pot complementar amb IUs d’instruments validats com I'STAT (Screening Tool for
Autism in Toodlers and Young Children), ’ADOS (Autism Diagnostic Observation Schedule), 'ADI-
R (Autism Diagnostic Interview-Revised), la CARS (Childhood Autism Rating Scale), I'SRS (Social

Responsiveness Scale) i la SCQ (Social Communication Questionnaire)'**2,
Els infants amb TEA que no tenen retard en el llenguatge, les persones de sexe femeni, les d’un
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nivell socioeconomic baix, que no parlen I'idioma principal de la regié on es troben, i les de
minories etniques rebran el diagnostic més tardanament que les altres. També retarda el
diagnostic el fet de patir altres trastorns mentals que sén comorbids al TEA com sén, de manera

freqlient, el TDAH, els trastorns d’ansietat o els trastorns afectius!t2125,

En el diagnostic del TEA és important fer una avaluacié paral-lela de la intel-ligencia, ja que aixo

condiciona el maneig terapéutic i el pronostic.

Cada cop existeixen més evidéncies per a recomanar proves genetiques després d’un diagnostic
de TEA. Tot i que les proves les pot demanar qualsevol facultatiu, seria interesant la derivacié del
cas a l'especialista, un genetista clinic, per a cercar, en funcié del quadre clinic i de les
particularitats fisiques, les alteracions genomiques especifiques. Les més usuals solen ser un
cariotip d’alta resolucié amb un bioxip d’ADN i proves per descartar la mutacié de la sindrome
de I'’X fragil. També es pot valorar la seqiienciacié completa de I'exoma o del genoma; que en

breu podria convertir-se en el test de referéncia per al correcte estudi i diagnostic del TEA'?,

Els adults que, per motius propis, sdn conscients i s'interessen per les dificultats que presenten
i acaben tenint un diagnostic de TEA, habitualment no presenten DI i solen patir condicions
psiquiatriques comorbides. Els pacients amb un diagnostic de TEA en I'edat adulta acostumen a
ser més lleus, ja que aquests son els que més costen de diagnosticar a la infancia®. També és
d’interés destacar que en una mostra de la poblacié comunitaria, és a dir, no clinica,
aproximadament un ter¢ dels adults que van rebre un diagnostic de TEA a la infancia i tenien una
intel-ligéncia mitjana o superior, d’adults no presentaven simptomatologia evident de TEA encara

que si que presentaven simptomatologia psiquiatrica menor?.

Per ultim, també es coneix que les persones de sexe femeni reben de mitjana un diagnostic de
TEA més tarda, fins i tot s’Tha comprovat que estan infradiagnosticades. Una de les possibles
explicacions podria ser que les dones serien més capaces d’adaptar-se a diverses situacions
socials, aixi com més facilitat per adoptar estrategies socials, a més de tenir més capacitat

d’abstraccid i d’imaginacié®.

1.1.5 Diagnostic diferencial

Les coexisténcia de diagnostics medics i psiquiatrics en el TEA és elevada i aix0 es tradueix, entre
d‘altres, en la necessitat d’'una atencié en serveis especialitzats i transversals per tal de, a més de
fer un diagnostic diferencial, poder detectar de manera proactiva els possibles diagnostics
comorbids.

Principalment, el TEA s’ha de diferenciar d’altres TN i és per aquest motiu que és important una
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anamnesi i una exploracié fisica exhaustives. Hi ha quadres sindromics que van acompanyats
d’alteracions caracteristiques, com per exemple, les lesions cutanies tipiques de l'esclerosi
tuberosa o de la neurofibromatosi que poden cursar amb TEA. Es important, també, descartar

alguna alteracié sensorial, sobretot de vista i oida?%2®,

Els diagnostics psiquiatrics diferencials i/o comorbids comuns inclouen trastorns depressius,
trastorns d’ansietat, el trastorn obsessiu compulsiu (TOC), TDAH i trastorns de la personalitat,
especialment el trastorn de personalitat esquizoide pero també d’altres. Cal dir que és comu que
el diagnostic de TEA es confongui amb altres diagnostics amb simptomes comuns o que s’'emetin
diagnostics comorbids de manera equivocada. Un estudi amb adults en TEA mostra que la
concurrencia amb altres diagnostics psiquiatrics és el doble d’altres adults amb altre diagnostic

psiquiatric no TEA?,

1.1.6 Comorbiditats

Més del 70% de persones amb el diagnostic de TEA pateixen també condicions méediques
comorbides, alteracions del desenvolupament i/o comorbiditats psiquiatriques, la majoria de les
quals tendeixen a persistir al llarg dels anys'!. A més, cada vegada hi ha més evidéncies de qué
les persones amb TEA presenten mortalitat prematura, increment del risc d’autolesions, aixi com

de suicidi?®.

Les persones amb TEA sovint també pateixen altres dificultats com retard del desenvolupament
o dificultats del llenguatge (hi ha estudis que situen les xifres al voltant del 50%) i/o retard motor.
El TDAH és la comorbiditat més comuna en pacients amb TEA; alguns estudis indiquen que un
30-40% dels pacients amb TEA, també pateixen TDAH, el qual és més freqiient en infants amb DI
o intel-ligéncia limit'2. La DI també és una condicié comorbida molt freqiient. Les estadistiques
son molt dispars i xifren entre un 11 i un 65% el gruix de nens amb edat escolar que pateixen
TEA comorbidament amb DI, en funcié de les caracteristiques dels pacients i la gravetat de la
DI. Alguns estudis mostren que fins a un 70% de nens amb TEA poden presentar algun grau de
DI. D’aquests aproximadament, un 40% tenen una DI moderada-greu (amb un CI<50), un 30%
presenten una DI lleu (CI<70) i un 30% presenten un Cl normal perd amb capacitats
disharmoniques. També s’hi associen trastorns de I'aprenentatge, retard del llenguatge i tics,

10,1221 |’elevada xifra de comorbiditat es

presents en un 9% d’infants en edat preescolar i escolar
podria explicar per coexisténcia de caracteristiques fisiopatologiques compartides, per exemple,
amb I'epilepsia, el TDAH, el TOC o I'ansietat; per les conseqliéncies propies del TEA, per exemple,
depressio o ansietat; o per criteris diagnostics superposats, per exemple, amb el trastorns de la

personalitat esquizoide, esquizotipic o personalitat obsessiva. Pel que fa a comorbiditats fisiques
L )
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hi trobem: alteracions de la son (25-40%), tria d’aliments rigida i restringida (42-61%), obesitat
(23%), simptomes gastrointestinals (Gl) (47%) i restrenyiment (12%). L'epilépsia presenta una
prevalenca d’entre un 5 i un 15% en persones amb TEA, i esta especialment relacionada amb la
DI i el sexe femeni'?. També s’observa una incidéncia elevada d’altres anomalies de SNC, i de

trastorns metabolics i immunologics.

Lansietat en moltes de les seves formes, ansietat social, ansietat generalitzada, ansietat per
separacid i fobies, també s’associa al TEA donat que més d’un 50% de les persones amb TEA de
totes les edats en presenten?®. Pel que fa a la simptomatologia depressiva i als trastorns
depressius s’ha descrit que també estan presents en més del 50% d’adults amb TEAZ. L'ansietat
i la depressid és més observable en individus verbalment més competents. La ideacid suicida
s’ha de tenir molt en compte en persones amb TEA, i especialment, si s’hi associa clinica ansiosa
i/o depressiva. El percentatge de pensaments i intents autolitics en joves amb TEA es troba al
voltant d’'un 11-14%, pero en adults amb TEA sense DI la ideacio autolitica esta present en xifres
al voltant del 66% i els intents o la ideacié autolitica estructurada esta present en un 35%. Les
xifres sdn encara més elevades si hi ha una depressié comorbida?. Els pacients amb TEA tenen
un diagnostic de TOC associat en un 30% més que la poblacié general; tot i que aquesta xifra es

podria explicar per errors diagnostics o per la superposicié de simptomes de les dues patologies.

L'agressivitat i la irritabilitat també sén freqilients en un 25% dels individus amb TEA, més que en
altres trastorns del desenvolupament. Altra simptomatologia psiquiatrica com els trastorns
psicotics o el trastorn bipolar (TB) també es pot associar al TEA. Simptomes psiquiatrics
comorbids com, per exemple, la depressio o I'ansietat greu poden empitjorar els simptomes de

TEA i sén alguns simptomes pels quals alguns adults poden acudir als serveis de salut mental®.

Tot i que algunes comorbiditats poden ser degudes a mecanismes biologics compartits, també

podrien ser conseqiiéncia d’un suport insuficient per part de I'entorn i de la societat?.

1.1.7 Tractament i Pronostic

Es molt rellevant poder establir un diagnostic precoc per tal de proporcionar al pacient una
intervencid el més aviat possible amb I'objectiu de treballar llenguatge i comunicacié no verbal,
aixi com habilitats socials i cognicid social. La intervencié primerenca dirigida a modular el
comportament i la comunicacié és una prioritat, donada la major plasticitat cerebral dels nens
en edat preescolar, i sembla que podria aportar més beneficis a llarg termini?’. Tot i la
importancia d’establir el diagnostic precogment, molts infants i joves amb TEA també poden
beneficiar-se d’intervencions en edats posteriors. Existeixen diversos programes que se centren
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en les dificultats principals de comunicaciéd en el TEA entrenant habilitats socials. Aquest
programes tenen evidéncies de beneficis més moderats que els programes d’intervencié
preco¢?. D’adolescents i adults és important rebre un suport i/o supervisid en termes
d’adaptacio escolar i laboral, aixi com treballar habilitats comunicatives i vehicular una vida el
més autonoma possible. La terapia farmacologica és una opcid si la persona amb TEA presenta
simptomatologia tractable amb alguna de les medicacions que han mostrat evidencia com, per
exemple, la risperidona o l'aripiprazol, indicats si hi ha irritabilitat o agitacié, entre d’altres. Si hi
ha una condicié comorbida, per exemple, ansietat o depressid, el tractament farmacologic

també pot ser una opcié?.

Totes aquestes intervencions van lligades a un millor pronostic en el nen i en I'adult amb TEA.
Aquest, pero, pot ser molt variable segons la gravetat dels sintomes que el pacient presenti i
segons la intervencié que s’hagi dut a terme previament. Tot i aixi, en persones amb TEA sense
DI o d’altres condicions comorbides tenen una disminucié de la qualitat de vida i una menor o

més irregular preséncia en el moén laboral i, per tant, de I'adaptacié del dia a dia®™.
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1.2 Discapacitat Intel-lectual (DI)

El 1838, el psiquiatre frances Jean Esquirol fa la primera distincid en I'ambit de la salut entre
capacitat intel-lectual i malaltia mental. Des d’aleshores el concepte ha anat evolucionant
enormement. Actualment, segons I'’American Association on Intellectual and Developmental

Disabilities, AAIDD (https://www.aaidd.org), la DI fa referéncia a un estat particular de

funcionament intel-lectual i adaptatiu que s’origina a la infancia i en el que les limitacions, tant
en funcionament intel-lectual com en conducta adaptativa, s’associen a habilitats conceptuals,

socials i practiques. La Dl es troba dins de la classificacid dels TN.

Taula 3. Criteris diagnostics segons DSM-5 per la DI
Deficiencies de les funcions intel-lectuals com el raonament, la resolucié de
problemes, la planificacid, el pensament abstracte, el judici, I'aprenentatge
academic i 'aprenentatge a partir de I'experiencia, confirmats mitjangant
I'avaluacié clinica i proves d'intelligéncia estandarditzades individualitzades.
S'han de . Deficiencies en el comportament adaptatiu que produeixen el fracas del
complir els compliment dels estandards de desenvolupament i socioculturals per I'autonomia
tres criteris personal i la responsabilitat social. Sense recolzament continu, les deficiencies
seguents: adaptatives limiten el funcionament en una o més activitats en la vida quotidiana,
com la comunicacio, la participacié social i la vida independent en multiples
entorns, tals com la llar, I'escola, la feina i la comunitat.

Inici de les deficiencies intel-lectuals i adaptatives durant el periode de
desenvolupament.

- Lleu (317; F70)

= Moderat (318.0) (F71)

- Greu (318.1) (F72)

- Profund (318.2) (F73)

Especificar la gravetat actual:

(Entre parentesi s’indiquen els codis DSM-5 i CIE10)

1.2.1 Caracteristiques cliniques

Les persones que presenten DI tenen dificultats en el funcionament adaptatiu, de tal manera
que lindividu no assoleix els objectius esperats de la vida quotidiana, per exemple: en la
comunicacié, la participacié social, el funcionament académic o ocupacional i en la
independéncia personal a casa o a la comunitat. Aquestes dificultats poden ser degudes a un

dany congeénit o bé a un dany adquirit durant el periode del desenvolupament?®,

En un infant que presenta DI es pot detectar, a I'inici, un retard en I'expressio i en la recepcio del
llenguatge, retards en habilitats adaptatives (vestir-se, anar al bany, ...), déficits motors fins,
dificultats en habilitats de resolucié de problemes, immaduresa social i dificultats en el
comportament. Com més sever sigui el grau de DI més aviat es detectaran les dificultats i, per
tant, el diagnostic sera més primerenc?®. Es important destacar que el nivell de gravetat de la DI

es defineix segons el funcionament adaptatiu i no segons les puntuacions de coeficient
L )
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intel-lectual (Cl), ja que és el funcionament adaptatiu el que determina el nivell de suport

requerit. A més, les mesures de Cl sén menys valides per les puntuacions més baixes del rang.

Linici de la DI es produeix durant el periode de desenvolupament. Ledat i els trets caracteristics
a 'inici depenen de l'etiologia i de la gravetat de la disfuncié cerebral. L'alentiment per assolir
fites motores, de llenguatge i socials poden identificar-se en els primers dos anys de vida en els
casos de DI més greus, mentre que els nivells lleus poden no ser identificables fins a l'edat

escolar®®.

Quan la DI s’associa a una sindrome genéetica poden presentar un aspecte fisic caracteristic, com
per exemple la sindrome de Down. Algunes sindromes tenen un fenotip conductual que fa
referéncia a comportaments especifics que sdn caracteristics d’un trastorn genétic particular, per
exemple: la sindrome de Lesch-Nyhan, en la que freqlientment es caracteritza per presentar
autolesions i per un comportament agressiu. En les formes adquirides, I'inici pot ser abrupte
després d’'una malaltia, com una meningitis o una encefalitis, o d’'un traumatisme cranial quan

aquest es produeix durant el periode de desenvolupament?®,

Les caracteristiques cliniques varien molt en funcié de la severitat de la DI?® i és per aixd que es

diferencien quatre graus:

Y/

% Dl lleu: és el tipus més freqlient ja que esta present en un 85% de les persones amb DI%.
La puntuacié del Cl oscil-la de 55 a 70. Generalment es detecten durant I'dltim tram de
I'etapa preescolar o en el primer dels anys d’escolaritzacié. Presenten dificultats en
gliestions academiques com llegir i escriure i, més tard, en l'aritmética, el tempsi els diners.
Semblen més socials i immadurs comparats amb altres infants de la mateixa edat. La
comunicacié i el pensament pot ser més concret i menys madur que el dels altres.
Presenten un funcionament adequat i poden viure independentment en I'edat adulta. Tot
i aix0, necessiten suports puntuals en situacions complexes de la vida diaria.

< DI moderada: present en un 10% de persones amb un diagnostic de DI?°. El rang del Cl

varia entre 40 i 55. Les dificultats es detecten, generalment, abans que en la DI lleu. A

I'etapa preescolar ja manifesten dificultats en les habilitats socials, comunicatives i de

comportament. Requereixen suport i supervisié de forma substancial. Poden dur a terme

tasques basiques d’atencié personal, perd aquestes sovint requereixen entrenament i

suport. Durant I'edat adulta poden desenvolupar-se en treballs adaptats que requereixin

una comunicacio escassa i minimes habilitats cognitives i poden participar en totes les
tasques domestiques amb un suport i una docencia continuades.

0,

% DI severa: present en un 3-4% de les persones amb DI* i amb un Cl d’entre 25 i 40 punts.
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Les persones amb DI severa tenen una capacitat molt limitada d’entendre el llenguatge
escrit i els conceptes de numeros i temps, aixi com una limitacié important en la
comprensio del llenguatge parlat i gestual. Necessiten suport continu tota la vida.

R/

% DI profunda: present en un 1-2% de les persones amb DI

, és la forma més severa de DI
amb un rang de Cl inferior a 25. Poden entendre instruccions molt basiques, perd tenen
una comprensido extremadament limitada del llenguatge simbolic. Requeriran suport

intensiu i constant en tots els aspectes de la cura personal i de la vida diaria.

1.2.2 Prevalenga

La prevalenca global de Dl en la poblacid general és de I'1%%3°, tot i que algunes fonts assenyalen
que podria arribar al 3%%%. La prevalenca de DI severa i profunda és aproximadament de 6 per

1000%.

Les dades epidemiologiques indiquen que la proporcié home/dona diagnosticats de DI és
d’1’2/1, encara que aquestes proporcions varien molt segons els estudis publicats’®. Aquesta
major freqiiencia en homes podria ser deguda, en part, a les formes de Dl lligades al cromosoma
X3t

1.2.3 Etiologia

Letiopatogenia de la DI és multifactorial i com més elevat és el grau de DI més factible és
identificar-ne 'origen. La DI lleu pot estar més influenciada per factors culturals, linglistics i
socials. Cal destacar que , aproximadament, en un 75% de les persones que pateixen DI se’n
coneix la causa; no obstant, no cal oblidar que en el 25% restant, la causa de la DI és
desconeguda. Si la DI és lleu, la proporcié de coneixement sobre la causa o causes de DI
disminueix fins a la meitat>!°. Entre les diverses causes implicades en |'etiologia de la DI

destaquen?®:

++ Factors genetics: La DI pot ser deguda per l'alteracié d’un sol gen i s’han identificat

diversos gens nuclears relacionats amb la DI com, per exemple, FMR1, TSC1, TSC2, NF1i
MECP2, entre molts d’altres'’. S’ha estimat que mutacions en ~1000 gens diferents
podrien estar implicats en la DI. Alguns autors parlen de fins a 2000 gens d’heréncia
autosdmica dominant3? i també en son alguns exemples: ARID1B, SCN2A, ANKRD11,
SATB2, SYNGAP1, DYRK1A, MED13L, STXBP1, CTNNB1, KCNQ2, etc. En herencia
autosomica recessiva trobem que la DI s’ha relacionat amb mutacions en més de 3000
gens®,

La DI també pot ser deguda a alteracions de grans regions cromosomiques que inclouen
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delecions, translocacions i cromosomes marcadors supernumeraris, o a alteracions
cromosomomiques submicroscopiques que poden comprendre diversos gens. La
identificacié submicroscopica identifica perdues de segments cromosomics petits.
Algunes conductes especifiques i predictibles s’associen a determinats casos de DI amb
base genetica clara i formen sindromes geneétiques. Aquests fenotips conductuals es
defineixen com una sindrome de conductes observables que té lloc, amb una major
probabilitat de I'esperada, en persones amb una anomalia genética especifica. S’han
identificat 800 sindromes genetiques diferents associades a la DI amb heréncia
autosomica dominant, recessiva o lligada al cromosoma X. En sén alguns exemples,
d’entre els més freqlents: la sindrome de Down, que és el prototip d’anomalia
citogenética visible al microscopi i és el trastorn genétic més comu associat a DI*%; Ia
sindrome X fragil, que és la condicié hereditaria més freqiient®; la sindrome de Rett, la
sindrome de Williams, la sindrome d’Angelman i Prader-Willi, la sindrome d’Smith-
Magenis, la sindrome de Miller-Dieker, la sindrome de Rubinstein-Taybi i I'esclerosis
tuberosa, entre moltes d’altres.

Factors adquirits i evolutius prenatals i perinatals®®: En el periode prenatal és rellevant

la salut fisica, psicologica i nutricional de la mare durant I'embaras. Hi ha condicions
cliniques de la mare que poden influir en el correcte desenvolupament fetal si no es
supervisen de manera adequada, com per exemple: diabetis, anémia, emfisema o
hipertensié. També poden ser molt rellevants algunes infeccions maternes durant la
gestacidé perque poden causar DI, per exemple: la rubéola, el citomegalovirus, la sifilis,
la toxoplasmosi, el virus de I'herpes i el virus de la immunodeficiéncia humana. |, per
ultim, I’ds de substancies toxiques, com per exemple: I'alcohol, que provoca la sindrome
alcoholica fetal, esta associat a la DI. Complicacions de 'embaras que provoquen anoxia,
com hemorragies en el part, placenta prévia, despreniment prematur de placenta o
prolapse de cordd, també poden ser causa de DI.

Alteracions i/o accidents en el propi nadd en I’etapa perinatal també s’associen a la DI.
Per exemple: néixer prematur i/o amb baix pes, patir una hemorragia intracranial o
isquémia cerebral, malnutricid i/o déficit de iode, entre d’altres®’.

Trastorns adquirits durant la infancia: Algunes infeccions o alteracions durant els

primers anys de vida com la meningitis o I'encefalitis, els traumatismes cranioencefalics,
I'asfixia o les exposicions croniques a algunes substancies, poden causar DI.

Factors ambientals i socioculturals: La caréncia significativa d’atencié basica, medica o

nutricional s’ha associat a la DI lleu®®.
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1.2.4 Diagnostic

El diagnostic de la DI es fonamenta en combinar I'anamnesi amb una exploracié fisica completa
a més de proves diagnostiques de laboratori, incloent les proves genétiques i les proves
d’imatge. Només amb la historia clinica i I'exploracid fisica es pot identificar I'etiologia en,

aproximadament, un 17-34% dels casos?.

La historia clinica ha d’incloure els antecedents prenatals, neonatals i perinatals; la historia de
les etapes del neurodesenvolupament i les condicions médiques, aixi com els antecedents
familiars. Es indispensable, també, un examen fisic i neurologic que compti amb 'avaluacié del
perimetre cranial, un examen de la pell i annexes cutanis i la deteccid de caracteristiques

dismorfiques, per les que és recomanable I'ajuda d’un genetista clinic.

S’hauria d’incloure, també, una avaluacié exhaustiva de la capacitat intel-lectual i del
funcionament adaptatiu, la identificacio de les possibles etiologies genétiques i no genéetiques,
I'avaluacio de les afeccions mediques associades com, per exemple, paralisi cerebral i trastorn
convulsiu, i I'avaluacié dels trastorns mentals, emocionals i conductuals concurrents®. El
funcionament intel-lectual es mesura habitualment amb proves d’intel-ligeéncia administrades
individualment, que sén psicometricament valides, completes i apropiades culturalment i
psicométricament. Es necessaria i imprescindible la valoracié clinica per interpretar els resultats

de les proves de Cl.

En funcid de cada cas, per a un correcte diagnostic s’ha de valorar la realitzacié de proves
complementaries. Aquestes poden ser I'avaluacié genética, un cribratge metabolic i/o proves de
de neuroimatge. Un bioxip d’ADN és la prova de primera eleccid tot i tenir un rendiment
diagnostic que oscil-la entre el 12 i el 20%3®. Entre altres proves genétiques destaquen I'analisi
del cariotip per detectar alteracions cromosomiques conegudes (per exemple la sindrome de
Down) i les proves especifiques per sindromes genétiques conegudes®. S’haurien de realitzar
proves d’hibridacié in situ amb fluorescéncia si sospitem de la sindrome de Prader-
Willi/Angelman, la sindrome de Smith-Magenis, la sindrome de Williams, la delecié 22q11, la
sindrome de Miller-Dieker, la sindrome de cri du chat i la sindrome de Wolf-Hirschhorn. Si
sospitem d’infeccions TORCH (toxoplasmosi, rubeola citomegalovirus, herpes simple i virus
d’'immunodeficiencia humana (VIH)) i Zika seran necessaries la realitzaci6 de proves

serologiques, de neuroimatge i un examen ocular i d’audicié?.

Per avaluar formes no sindromiques o d’etiologia desconeguda es recomana, en primer lloc,
I'analisi amb bioxips d’ADN. També sdn recomanables el test per I’X fragil i un cariotip. Amb dones

amb DI greu o profunda es recomana també les proves per a la sindrome de Rett (analisi
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mutacional del gen MECP2)®. Una altra opcié menys accessible técnica i econdmicament, perod
que identifica la causa genetica d’'un 40% de pacients amb DI d'origen desconegut, és la

seqlienciacié exdbmica completa®.

Fins a un 5% dels casos infantils amb DI d’origen desconegut es poden explicar per errors
congenits del metabolisme. Per tant, la utilitzacié de test metabolics especifics estarien justificats
en cas de sospita. Una prova d’'imatge, com pot ser la ressonancia magnetica nuclear (RMN),

podria ajudar a I’hora de detectar alteracions morfologiques cerebrals.

1.2.5 Diagnostic diferencial

El diagnostic de DI s’ha de realitzar en el context dels altres TN, en especial el TEA, ja que sén
dues patologies que sovint apareixen comorbidament; perd també amb trastorns
neurodegeneratius, trastorns especifics de I'aprenentatge, trastorns del llenguatge i déficits

sensorials®®.
1.2.6 Comorbiditat

L'evidencia cientifica mostra que les persones amb DI tenen pitjor salut que la resta de persones
de la poblacié general i, a més, I'atenciod sanitaria que reben no acostuma a ser adequada a les
seves necessitats. Per tot aix0 veuen disminuida la seva esperanca de vida i tenen una taxa de
mortalitat tres vegades superior a la de la poblacié general. També cal esmentar que l'edat i la
severitat de la DI sén directament proporcionals a l'augment del nombre de malalties

comorbides a la DI,

Pel qué fa a I'estat de salut general, les persones amb DI presenten més freqlientment problemes
meédics com epilépsia, diabetis, obesitat, restrenyiment cronic, sindrome de immunodeficiencia
adquirida pel VIH, malalties de transmissié sexual, reflux Gl, deméncia, cancer Gl, malaltia
tiroidal, osteoporosi, al-lergies, paralisi cerebral, diferents sindromes genétiques i malalties del
sistema genitourinari®. Per exemple, la paralisi cerebral o I'epilépsia son de 3 a 4 vegades més
freqlients en persones amb DI que en la poblacié general'®. També s’ha observat una major taxa
de malalties dermatologiques, alteracions bucodentals, pérdua de la sensibilitat, cataractes,
anemia, accidents cerebrovasculars, bronquitis, incontinéncia urinaria, hipertensid,
hipercolesterolemia, trastorns del son, insuficiencia cardiaca, migranyes, augment del risc de

fractures i increment de la simptomatologia relacionada amb el dolor i la fatiga“.

Pel que fa a la salut mental, cal destacar que la preséncia de trastorns mentals en la poblacié
amb DI s’estableix al voltant d’un 35%. El TEA, les alteracions conductuals i les psicosis son les

comorbiditats de salut mental més freqlients en la DI. La preséncia de TEA i d’alteracions de
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conducta augmenta a mesura que augmenta el grau de severitat de la DI. El TB, els trastorns
afectius i els trastorns de personalitat acostumen a ser més freqlients en els casos de DI lleu. La
freqliéncia dels trastorns d’ansietat és similar en tots els tipus de DI, independentment de la
severitat. Estudis epidemiologics també han identificat que la taxa d’abus de substancies és

superior en persones amb DI i, especialment, en persones amb DI lleu®.

1.2.7 Tractament i pronostic

El pronostic de la DI esta relacionat amb la preséncia de condicions mediques i psiquiatriques
associades; essent pitjor el pronostic, de manera directament proporcional, si hi ha una major
presencia d’aquestes. La falta d’habilitats comunicatives pot predisposar a qué hi hagi
comportaments destructius i agressius i, quan s’associen a altres diagnostics psiquiatrics, el risc
de suicidi augmenta'®. Cal tenir present que les persones amb DI sén especialment fragils i poden
patir amb més freqliencia explotacio i victimitzacié de tot tipus.Leix principal del tractament és
la inclusid del pacient en programes d’intervencid precog. Les intervencions precoces i
continuades poden millorar el funcionament adaptatiu durant tota la infancia i posteriorment

en l'edat adulta®®.

Es clau pel pronostic i pel benestar de les persones que pateixen DI una bona avaluacid,
seguiment i, si ho requereixen, tractament. Es prioritzen les intervencions en un entorn segur i
conegut per la persona ja sigui nen o adult i on es treballi en equip, no només a nivell clinic, sind

també educatiu i social.
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1.3 Esquizofrénia (ESQ)

Historicament el concepte d’ESQ apareix a mitjans del segle XIX quan Morel va introduir el terme
“demeéncia precog”. El 1898 Kraepelin va diferenciar alguns tipus del que encara s'anomenava
“demeéncia preco¢” i va aproximar la malaltia a I'entitat nosologica que encara avui dia coneixem.
Pero no va ser fins 1908 que, degut a la gran varietat i combinacié dels simptomes, Bleuler va

utilitzar el concepte “esquizofrenies” per referir-se a aquesta patologia.

L'ESQ és un trastorn psiquiatric cronic i greu que compta amb antecedents genétics i
neurobiologics heterogenis que influeixen en el desenvolupament cerebral precocg i s’expressa
com una combinacié de simptomes psicotics positius (al-lucinacions, deliris, desorganitzacid,
etc.), negatius (retraccio social, aplanament afectiu, anhedonia, disminucié de I'energia, abulia,

etc.) i cognitius®.

1.3.1. Caracteristiques cliniques i curs de la malaltia

El simptomes caracteristics de I'ESQ comprenen un ventall de disfuncions cognitives,
conductuals i emocionals associades a un deteriorament del funcionament laboral i social,
encara que cap simptoma concret és patognomonic del trastorn. Cal tenir present que I'ESQ és
una sindrome clinica heterogenia i que les persones que la pateixen poden presentar una gran

variabilitat en els diferents signes i simptomes que la comprenen?®,

Taula 4. Fases de I'ESQ

Estadi Caracteristiques Diagnostic Millorar pronostic Afectacié
o - Rlscbgenetllc ! - Risc genetic - Mesures de salut - Cap/lleu
Riemeibid chileliee - Historia familiar pablica - Deficit cognitiu
- No simptomes
- Déficits cognitius i - Escales dlagno.s'quues ioed o - Canvis a nivell
socials | —‘A’namne5| i - - Psicoe ucla,C|0| social i
- Cerca d’'ajuda exploracio psll‘copa.to 99'Ca prevencio laboral/escolar
- Proves cognitives i d'imatge
— - Pérdua marcada
) - PS'COS_' agud.a - Anamnesi i exploracié - Tractament de funcionalitat
Malaltia - Reca_'gF“?'a ' - Avaluar consciencia de farmacologic - Afectacié
.rem|55|0” o malaltia - Intervencié psicosocial familiar
- Risc de suicidi
L e - Deteccio6 de
- Psicosi cronificada . -
: - - Anamnesi i exploracio comorbiditat - Disminuci6 de
Residual - Complicacions Tract td biditat oo o i i
o - Iractament de comorbidita - Intervencié psicosocial i la funcionalitat
mediques i -~
rehabilitacid

Els primers signes de la malaltia apareixen molts abans (uns deu anys) dels simptomes psicotics.
Aquesta primera etapa s'anomena fase prodromica i consisteix en un descens en el

funcionament cognitiu i social, que sol iniciar-se en I'adolescencia.

Pel que fa al curs de I’ESQ, 'aparicié de simptomes psicotics positius, com els deliris i les

al-lucinacions, sovint és precedida per I'aparicio de subtils canvis perceptius o de pensament. En
L )
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un 80-90% de les persones amb ESQ la fase prodromica té una durada mitjana de 52 setmanes i

en un 10-20% els simptomes psicotics apareixen sense prodroms.

El debut dels simptomes psicotics sol apareixer gairebé sempre al final de 'adolescéncia o durant
els primers anys de l'edat adulta. Aixi doncs, podem dir que I'ESQ es manifesta generalment entre

els 18 i els 25 anys, mentre el cortex prefrontal encara esta en desenvolupament.®

Aproximadament un terc¢ dels pacients amb prodroms progressen fins a presentar simptomes
psicotics francs, un ter¢ presenten nivells mantinguts de simptomes subclinics i, en el terg
restant, remeten fins a I'abséncia de simptomes. Ates que els tractaments farmacologics,
actualment disponibles, per a I'ESQ sén limitats i, sovint, sdn poc tolerats, la majoria dels
pacients continuen mostrant deéficits substancials en el funcionament social, cognitiu i

ocupacional durant tota la seva vida.

PREMORBID MALALTIA
simptomes
positius
m z.
E : simptomes
o negatius | I S B
E ....... heterogeneitat
P simptomatica
7))
'—
=
o
w
b
fu
)
! - | : | : | =

Naixement 10 anys 20 anys 30 anys 40 anys

Figura 3. Curs de I’'ESQ al llarg de la vida. (Adaptat de Kahn et al. 2015%?)

1.3.2. Prevalencga

Les ultimes dades mundials, del 2016, indiquen una prevalenga global de I'ESQ d'un 0'28% i
conclouen que no hi ha diferéncia entre sexes. La carrega d’aquesta malaltia a nivell mundial
presenta una tendéncia creixent i és especialment devastadora en paisos amb més dificultats
econdmiques i amb dificultats d’accés a I'atencid sanitaria, pero també és preocupant en paisos
amb ingressos mitjans degut a I'envelliment i a 'augment de poblacié*®. Tenint en compte que
I'esperanga de vida mitjana es situa als 64’7 anys, tot i que és vuit anys menor en homes i en els
continents asiatic i, especialment, africa, es xifren en 14’5 els anys de vida perduts degut a I'ESQ;

essent major en homes (15’9 anys) que en dones (13’6 anys)**.
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1.3.3. Etiologia

Durant més de tres décades, el paradigma dominant per entendre les contribucions ambientals
a I’ESQ ha estat la hipotesi del neurodesenvolupament. Aquesta hipotesi ha enfocat I'atencié cap
als factors de risc establerts per a I'ESQ que afecten el neurodesenvolupament precog¢ durant
I'embaras, incloent-hi estrés matern, infeccions maternes, déficits nutricionals de la mare, retard
del creixement intrauteri i complicacions de I'embaras i del part. Uefecte d’aquests és modest,
augmentant a menys del doble el risc d’ESQ i no son factors de risc especific d’ESQ, perd en
conjunt demostren que noxes en les etapes primerenques augmenten el risc de desenvolupar
ESQ al cap de dues décades®. No obstant aixd, factors socioecondmics, victimitzacid infantil i la
immigracié (en la primera i segona generacié) també s’han associat a ESQ. També s’ha observat
taxes més elevades d’ESQ en individus nascuts a finals d’hivern o principis de primavera, en
individus nascuts o criats a les ciutats, i en individus amb pares amb una edat de paternitat
avancada (>40 anys) o molt primerenca (<20 anys ). També s’ha evidenciat un augment del risc
en I'Us de cannabis a I'adolescéncia, especialment amb I'Us de compostos amb alt contingut en
tetrahidrocannabinol. A més, factors com lesions cerebrals, epilepsia, malalties

autoimmunitaries i infeccions greus també s’han associat amb un major risc per ESQ®.

La hipotesi més plausible sobre I'etiopatogenia de I'ESQ postula que aquesta és el resultat d’'una
complexa interaccié entre genetica i ambient; influint ambdds factors en el desenvolupament

del cervell i en la trajectoria d’adaptacié biologica a experiéncies vitals traumatiques o no®.

A la segona meitat del segle XX, coincidint amb les emergents medicacions neuroleptiques, es
va focalitzar I'estudi de I'etiologia de 'ESQ al cervell i al funcionament d’aquest i es va considerar
que era un “trastorn dopaminergic”. Aquesta hipotesi es basava en la capacitat d’induccié de
simptomes psicotics per part de molecules alliberadores de dopamina (com les amfetamines) i
la eficacia antipsicotica de drogues inhibidores dels receptors dopaminergics D2. Més
recentment, centrant-se en la etiologia dels simptomes cognitius de I'ESQ, s’ha arribat a la
“hipotesi glutamatergica” i també s’ha demostrat una menor activitat dels receptors NMDA de
les interneurones inhibitories del cortex prefrontal®. Les hipotesis que valoren els
neurotransmissors com actors principals en aquesta malaltia no han estat confirmades encara, i
no esta clar si aquestes alteracions sén la causa o bé la conseqiiéncia d’aquest trastorn®. Estudis
en cervells postmortem de pacients amb ESQ han identificat alteracions en la dopamina, el

glutamat i el GABAS®.

Pel que fa al paper de la genética en l'etiologia de I'ESQ, trobem que és una de les malalties

psiquiatriques amb una major heretabilitat, essent aquesta d’al voltant del 80%*. En el mateix
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sentit, la concordancga en bessons monozigotics és del 50%; considerablement més alta que en

bessons dizigotics o germans®.

Tot i sabedors de I'elevada heretabilitat de I'ESQ, no s’han pogut concretar encara les alteracions
genetiques especifiques d’aquesta malaltia. Els loci de risc per ESQ coneguts fins ara sén CNVs,
delecions o duplicacions de segments d’ADNn que van des de milers fins a uns pocs milions de
parells de bases*” . Aquestes, tot i tenir un efecte relativament gran sobre el risc d’ESQ amb una
odd ratio d’entre 2 i 60, no contribueixen substancialment al risc de patir ESQ en poblacidé
general. S’han identificat prop de 120 loci cromosomics que contenen també variants de
susceptibilitat a I'ESQ, la majoria dels quals (108) van ser detectats amb estudis d’associacié de
genom complet (GWAS, Genome Wide Association Studies), que comparen la freqiiéncia de les
variants entre casos i controls. Aquests loci contenen al-lels de risc amb freqiiéncies d'>1%, i cada
al-lel individual confereix només una petita part del risc, amb una odds ratio < 1'1.
Acumulativament, aquests loci implicats, només expliquen al voltant d’'un 3'5% de la variancia
en l'etiologia de 'ESQ.**° A part de les variants d’SNPs, s’han identificat també diverses variants
genomiques estructurals com CNVs, SNVs i translocacions. Aquestes variants sén rares, és a dir,
son poc freqients, i tenen uns efectes causatius més grans que els SNPs indicats anteriorment,
perd la majoria no sén especifiques per a 'esquizofrénia®. Es important destacar que totes les
CNVs associades a ESQ sén pleiotropiques; és a dir, contribueixen al risc d’altres malalties com
DI, TEA, TDAH, epilepsia i a malformacions congeénites, per la qual cosa part de la susceptibilitat
genética és compartida en les diferents entitats nosologiques esmentades!®*®, Recents consorcis
internacionals han combinat dades d’SNPs de diversos estudis independents i han trobat
associacions replicables amb gens de la regié del complex major d’histocompatibilitat (MHC) del
cromosoma 6p21.3-22.1, del gen ZNF804A al cromosoma 2q32.1, del gen neuregulina 1 (NRG1)
al cromosoma 8, aixi com el factor de transcripcié 4 (TCF4) al 18g21.2%%. Altres estudis han
reportat SNPs de gens candidats com el gens de les vies de senyalitzacié com la neuregulin-
ERBB4, gens de proteines sinaptiques com NRX1, o de canals de potassi com KCNH2 o gens que
codifiquen altres proteines d’expressid cerebral com per exemple la dysbindina®®*°. Moltes de
les variants estructurals associades a l'esquizofrenia comprenen gens relacionats amb el
neurodesenvolupament implicats amb la proliferacio i la migracioé neuronals o la formacié de les
sinapsis®. Els gens nuclears DRD2 (que codifica el receptor D2 de dopamina), GRM3, GRIN2A i
GRIA1, (que codifiquen components de receptors de glutamat), el gen SRR (que codifica un enzim
del receptor NMDA) i una regié amplia del cromosoma 6 (que conté la regié del complex major

d’histocompatibilitat) confereixen un lleuger augment del risc individual de patir ESQ.

En resum, a data d’avui i a I'espera de la publicacié del 3r GWAS sobre esquizofrénia, els estudis
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genomics han identificat un total de 108 SNPs de risc i especialment 11 loci de CNVs rares pero
recurrents, que individualment confereixen un risc relativament elevat d’ESQ. Els estudis de
sequenciacié completa del genoma han identificat també SNVs de novo i variants d’insercid i

eliminacid altament patogéniques i que també tindrien un paper rellevant en aquesta malaltia®.

També s’ha informat de mutacions especifiques en el gen SETD1A, que es va detectar com a
mutacié de novo a una freqliencia molt superior a la que s’esperava per atzar, la qual cosa confia
en la patogenicitat d’aquesta mutacid especifica’®. El que no esta clar és com aquestes
alteracions genétiques es tradueixen en senyals moleculars. Diversos estudis i analisis
bioinformatics suggereixen que en la fisiopatologia de I'ESQ hi hauria una alteracié de diversos
mecanismes relacionats amb la biologia neuronal, funcid sinaptica, neurotransmissié

glutamatérgica i senyalitzacié de calci, vies de neurodesenvolupament i la resposta immune®>*,

En Ultims anys també s’ha relacionat amb I'etiopatogenia de I'ESQ alteracions en el sistema
immunologic i en els mecanismes inflamatoris. Un exemple clar d’aquesta relacié la trobem en
el LES (lupus eritematds sistemic), una malaltia autoimmune amb un elevat component
inflamatori. Al voltant d’'un 30% de persones que la pateixen presenten anticossos dirigits contra
I’ADN que es creua amb els epitops de la subunitat NR2 de glutamat, un component del NMDAR
implicant el 'ESQ. Es important destacar que algunes d’aquestes persones desenvolupen
simptomes psicotics. Altres malalties com I'encefalitis autoimmune, també amb anticossos
dirigits contra la subunitat NR1 de glutamat de NMDAR, també poden cursar amb

simptomatologia psicotica associada®?.

1.3.4. Diagnostic

El diagnostic d’ESQ es realitza en base als criteris diagnostics del DSM (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) o I'ICD (International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems). Ambdues classificacions tenen en compte els tres eixos de simptomes
principals de I'ESQ: positius, negatius i cognitius; aixi com també la durada d’aquests, el
funcionament social i laboral que permeten i I'associacié amb altres diagnostics psiquiatrics. Aixi

doncs, en l'actualitat, el diagnostic segueix essent eminentment clinic.

Per a establir el diagnostic ens podem ajudar d’una entrevista semiestructurada per a recolzar
I'orientacié diagnostica. Entre les entrevistes diagnostiques més utilitzades en el nostre entorn
destaquen I’ “Structured Clinical Interview for DSM* (SCID) pels trastorns de I'Eix | del DSM i la

"Schedules for Clinical Assessment in Neuropsychiatry” (SCAN); tot i que n’hi ha moltes més.
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Taula 5. Criteris diagnostics segons el DSM-5 per ESQ

Dos (o més) dels simptomes segiients, cada un d’ells presents durant una part significativa

de temps durant un periode d’un mes (o menys si es va tractar amb exit). Almenys un d’ells
ha de ser (1), (2) o (3):
Deliris.

Al-lucinacions.
Discurs desorganitzat (per exemple, disgregacié o incoherencia frequent).
Comportament molt desorganitzat o catatonic.

Simptomes negatius (és a dir, expressié emotiva disminuida o abulia).

SAR Sl K S e

Durant una part significativa del temps des de I'inici del trastorn, el nivell de funcionament
en un o més ambits principals com la feina, les relacions interpersonals o la cura personal,
esta molt per sota del nivell assolit abans de I'inici (0 quan comenca en la infancia o
I'adolescencia, fracassa la consecucié del nivell esperat de funcionament interpersonal,
académic o laboral).

Els signes continus del trastorn persisteixen durant un minim de sis mesos. Aquest periode
de sis mesos ha d’incloure, al menys, un mes de simptomes (o menys si es va tractar amb
exit) que compleixin el Criteri A (és a dir, simptomes en fase activa) i pot incloure periodes
de simptomes prodromics o residuals. Durant aquests periodes prodromics o residuals, els
signes de trastorn es poden manifestar inicament per simptomes negatius o per dos o més
simptomes enumerats al Criteri A presents de forma atenuada (per exemple, creences
estranyes, experiéncies perceptives inhabituals).

S’han descartat el trastorn esquizoafectiu i el trastorn depressiu o bipolar amb
caracteristiques psicotiques perqué 1) no s’han produit episodis maniacs o depressius
majors de forma concurrent amb els simptomes de fase activa, o 2) si s’han produit episodis
de I’estat d’anim durant els simptomes de fase activa, han estat presents només durant una
minima part de la durada total dels periodes actiu i residual de la malaltia.

El trastorn no es pot atribuir als efectes fisiologics d’'una substancia (per exemple, una droga
o medicament) o a altra afeccié6 médica.

Si existeixen antecedents de TEA o d’un trastorn de la comunicacié d’inici en la infancia, el
diagnostic addicional d’esquizofrénia només es fa si els deliris o al-lucinacions notables, a
més dels altres simptomes requerits per I’esquizofrénia, també estan presents durant un
minim d’un mes (0 menys si es va tractar amb eéxit).

En un futur, el diagnostic d’ESQ es podria recolzar de proves complementaries com biomarcadors
o proves de neuroimatge donat que hi ha estudis recents que han identificat alteracions a nivell
de neuroimatge. Les principals troballes o les que s’han confirmat en més estudis indiquen que
hi ha diferéncies en el volum cerebral; concretament una reduccié de la materia grisa i blanca
amb el corresponent augment del volum ventricular®?, essent aquestes més pronunciades amb
pacients amb una pitjor evolucid. També s’han observat diferencies en I'activacié i en la

connectivitat de zones cerebrals en la neuroimatge de pacients respecte a controls®.

Els estudis genétics realitzats en I’'ESQ encara no tenen aplicacié clinica directa. Les proves de
CNV amb analisi de bioxips d’ADN, com ja hem revisat, sén una prova de diagnostica rutinaria de
primera linia en TEA i DI, trastorns en qué el 10-20% dels casos tenen una delecié o duplicacié
de I'ADN clinicament rellevant. En I'ESQ la prevalenca de CNVs clinicament rellevants és
d’aproximadament el 2'5%, i també s’ha suggerit I'is d’analisis de bioxips d’ADN com a prova

diagnostica. Una prova positiva tindria conseqliéncies per a I'assessorament genétic i la gestid
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medica, ja que moltes CNVs s’associen amb patrons especifics de morbiditat fisica. Un diagnostic
genetic també podria tenir beneficis psicologics per als pacients i les seves families, reduint

I'estigma i la sensacié de culpabilitat pel diagnostic*>2.

Actualment s’esta treballant en el desenvolupament d’algoritmes de risc que podrien ajudar al
diagnostic. Aquests algoritmes combinarien els factors de risc genétic, la historia familiar,
variables ambientals (exposici6 a drogues, victimitzacid, etc.) i marcadors de

desenvolupament®>°®,

1.3.5. Diagnostic diferencial

Aquest s’ha de fer sempre amb tots els altres trastorns psicotics com el trastorn depressiu major
o el TB amb caracteristiques psicotiques o catatoniques, el trastorn esquizoafectiu, trastorn
esquizofreniform, trastorn psicotic breu, i trastorn delirant. També caldra considerar altres
trastorns que comparteixen alguns simptomes o trets caracteristics, com per exemple: trastorn
de la personalitat esquizotipica, TOC, trastorn dismorfic corporal, i trastorn d’estrés post-

traumatic i TEA.

1.3.6. Comorbiditats

Les persones que pateixen ESQ presenten un major risc de patir malalties fisiques aixi com una

mortalitat prematura comparat amb poblacié general®’.

El tabaquisme i I'obesitat sén dues comorbiditats importants i molt freqlients en persones amb
ESQ, aixi com també parametres de la sindrome metabolica com augment dels triglicérids,
alteracié de la glicemia, o augment de les xifres de tensié arterial. Alguns estudis han determinat
una dependéncia a nicotina en un 58-90% dels casos i sindrome metabolica en un 40% de
persones que pateixen ESQZ. Altres condicions comorbides que s’associen a I'ESQ sén la
dependencia de I'alcohol i altres toxics, el sedentarisme i habits alimentaris irregulars que acaben

repercutint en la salut de les persones amb ESQ i contribueixen a la mortalitat prematura®’.

1.3.7. Tractament i pronostic

Els antipsicotics sén, després del descobriment de la clorpromazina fa més de 60 anys, el
tractament de primera eleccid per al tractament de I'ESQ. Tots els antipsicotics, tant de primera
com de segona generacid, actuen bloquejant d’alguna manera els receptors de la dopamina i,
com a consequiencia, tenen un perfil comu d’efectes secundaris, amb algunes diferéncies entre
les dues generacions d’antipsicotics. S'estan duent a terme, sense exit fins al moment, alguns
estudis amb farmacs que afectarien altres vies de neurotransmissié, que també estan

involucrades amb la malaltia com la glutamatergica o la colinérgica.
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Al tractament farmacologic s’hi afegeixen intervencions psicosocials com la terapia cognitiva-
conductual, rehabilitacié cognitiva, tractament comunitari multidisciplinar, promocié d’habits
higiénic-dietétics i d’activitat fisica, intervencid en crisi, suport ocupacional i/o laboral, suport
familiar i de I'entorn... que han demostrat la seva eficacia quan es combinen amb el tractament

farmacologic.

El pronostic de I'ESQ, igual que el seu curs, és variable i pot anar des d’una recuperacié total fins
a necessitar cures i atencié de manera cronica. L'esperanca de vida de les persones amb ESQ es
veu reduida de mitjana entre 15 i 20 anys quan ho comparem amb la de la poblacié general®.
Aix0 és degut, especialment, a les condicions mediques comorbides, principalment diabetis,
malaltia cardiovascular, malaltia pulmonar obstructiva cronica i cancer. Aquestes patologies

escurcen l'esperanca de vida molt més que esdeveniments com accidents, suicidis o homicidis.
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2. Mitocondri

2.1. Quiestions generals

Els mitocondris sén organuls cel-lulars amb doble membrana i forma ovoidal que tenen al voltant
d’un micrometre de diametre. Es troben en constant moviment dins del citosol i continuament
s’estan fusionant i dividint. Poden variar de mida i de forma segons l'activitat metabolica de la
cél-lula que els conté. En I'ésser huma es troben en totes les cél-lules a excepcié dels globuls
vermells. El nombre de mitocondris per céel-lula depén del tipus cel-lular i, en especial, dels
requeriments energetics de cada teixit; aixi doncs en teixits amb una despesa energética elevada,
com muscul o cervell, hi podem arribar a trobar 2.000 mitocondris per cel-lula a diferéncia de

teixits amb baix requeriment energétic com I'epitelial que n’hi poden haver només 10%%,

2.2. Origen

Lany 1967 la biologa Lynn Margulis postula la teoria endosimbiotica segons la qual els
mitocondris eren a l'inici, fa més de mil milions d’anys, bacteris de vida lliure que van ser
fagocitats per una altra cél-lula, originant aixi les cél-lules eucariotes originals®®. Amb el temps,
van transferir gran part del seu material genétic al nucli, perd també van conservar una part del
seu propi ADN. Aquesta relacié simbiotica dels mitocondris ens permet, com a organismes
eucariotes, generar energia en forma d’ATP a través de la fosforilacié oxidativa, que es duu a

terme per la cadena de transport d’electrons mitocondrial.

2.3. Estructura

Els mitocondris estan formats per una membrana externa, una membrana interna, un espai
intermembrands entre ambdues membranes i un espai intern delimitat per la membrana interna
denominat matriu mitocondrial. La morfologia d’aquests organuls és molt variable, des de

llargues estructures ramificades a petits el-lipsoides.

/7

% Membrana externa: Es una bicapa fosfolipidica llisa que engloba tot I'drganul. Es
altament permeable i conté moltes unitats de la proteina porina que forma canals
aquosos a través de la bicapa lipidica esdevenint una espécie de colador que és
permeable a molécules més petites de 5.000 daltons, incloent-hi petites proteines. Es
important mantenir aquesta permeabilitat per tal de permetre un gradient de protons
estable. Aquesta membrana forma diversos plecs cap a linterior de l'organul,
denominats crestes mitocondrials, que és on s’hi troben les cadenes respiratories i I'’ATP

sintasa®®®l.
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%+ Espai intermembrands: Es I'espai entre la membrana externa i la interna. Conté ions i
sucres en una concentracié similar al citosol cel-lular, aixi com també altres proteines
clau per a I'adequada funcié mitocondrial com el citocrom C®%62,

+» Membrana interna: També consisteix en una doble capa lipidica que forma replecs o

invaginacions, les crestes mitocondrials, que li confereixen molta més superficie que

I’externa. Contrariament a l'externa, tan sols és permeable al pas de petites molécules i

ions. De fet, només és permeable a O,, CO, i H,0 i, per aix0, disposa de diverses proteines

de transport que permeten el pas de metabolits, com el piruvat, cap a l'interior del

mitocondri. Té un contingut proteic molt elevat, per I'elevat nombre de tandems de

60,61

cadenes polipeptidiques que conté.

cresta

" < matriu
mitocondrial

mitocondrial membrana
interna

ribosoma

granul de
calci

porines

membrana
externa

cadena transportadora
d'electrons

espai ATP sintasa
intermembranés

Figura 4. Parts del mitocondri.

X3

A

Matriu mitocondrial: Esta formada en un 50% per aigua i és I'espai on es produeixen
diferents reaccions metaboliques. S’hi troben les molécules d’ADN, els ribosomes i els
enzims i metabolits necessaris per dur a terme diferents processos metabolics

mitocondrials®%®?.
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2.4. Genetica mitocondrial
2.4.1. Caracteristiques generals
Els mitocondris tenen el seu propi material genetic, 'ADN mitocondrial (ADNmt), que es
transmet eminentment per via materna. L'ADNmt es troba en constant replicacid i aquesta és
independent del cicle i del tipus cel-lular en el que es troba. ADNmt codifica components
essencials per al transport d’electrons en la CRM on es consumeix oxigen, i és essencial per a la
produccié d’energia®?.
La replicaciéo de 'ADN mitocondrial no esta acoblada al cicle cel-lular, per tant, en qualsevol

moment de la vida de la cél-lula pot haver-hi replicacié d'aquest ADN. L'estructura de FADNmt és

molt densa i esta organitzada en gens contigus i sense seqiiéncies introniques®.

o T

\ D-loop

\ T &

MT-TV

/ cadena pesada
N
-MT-TI
—
MT-TM -
cadena lleugera
\ W =
METW Z MT-TH
MT-CO1
ARNr \
D> ARNt
a7
an MT-C02 -
— e ijmt MT-ATPg MT-ATP6 i
no codificant

Figura 5. Esquema de 'ADNmt. (Adaptat de Gorman et al. 2016 ©3)

2.4.2. Genoma mitocondrial
LADNmt és una molecula circular de doble cadena que en els humans conté 16.569 parells de
bases. Aquest ADNmt codifica 37 gens que consisteixen en 22 ARN de transferéncia (ARNt) i 2
ARN ribosomals (ARNr) necessaris per funcions de transcripcio i traduccid dins de I'organul, a
més de 13 gens proteics crucials per al correcte funcionament de la fosforilacié oxidativa que

formen part de 4 dels 5 complexos del sistema de fosrilacié oxidativa (OXPHOS)®%.
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Concretament, els 13 gens proteics codifiquen per 7 subunitats del complex | (ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, ND5 i ND6); 1 subunitat del complex Il (citocrom b); 3 subunitats del complex IV
(COXI, COXIl'i COXIII; i 2 subunitats del complex V (ATP6 i ATP8). Totes les subunitats del complex
Il estan codificades pel genoma nuclear (ADNn). La replicacio, transcripcid i traduccié de 'ADNmt
estan controlades per una sola regié no codificant, coneguda com a bucle de desplacament (D-

loop, de I'anglés Displacement loop)®3.

2.4.3. Codificacio de ’ADNmt
Hem de tenir en compte que el mitocondri esta format per ~1500 tipus de proteines que estan
codificades en el genoma nuclear (~1.200 gens, 2 copies) i per 13 proteines codificades en el

genoma mitocondrial (37 gens, dels que n’hi pot haver fins a milers de copies)®.

Taula 6. Namero de subunitats codificades per ADNmt i ADNn en els complexos de la CRM.

Cl Cll (o]]] Clv cv Total

ADNnN 37 4 10 11 17 79

ADNmt 7 0 1 3 2 13

Els gens nuclears codifiquen per a components anatomics del mitocondri, del metabolisme
mitocondrial intermedi, aixi com per a la biogénesi mitocondrial i per a la regulacié del propi
mitocondri®®. Una mutacié en algun punt del genoma, que porti a una alteracié en la funcio

mitocondrial, pot conduir a greus malalties mitocondrials “primaries”®%’,

En referencia a 'ADNmt, les dues cadenes de 'ADNmt tenen una distribucié asimetrica de
guanines i citosines generant aixi la cadena pesant (H, de I'anglés heavy) i lleugera (L, de I'angles
light). La replicacio té el seu inici en la regié D-loop, que és una regid de triple cadena generada
per la sintesi d’una pega curta d’ADN de la cadena H, I'ADN 7S i la cadena L. La cadena pesant
codifica per la majoria de gens, mentre que la lleugera tan sols conté els gens per a la subunitat
6 de la NADH (dinucleotid de nicotinamida-adenina) deshidrogenasa i vuit RNAs de transferencia

(RNAt)®. Mutacions en TADNmt també poden portar a malalties.
2.4.4. Mutacions en 'ADNmt

LUADNmt s’hereta quasi exclusivament via materna essent 'oocit el que aporta la immensa
majoria de ’ADNmt en la fecundacid i, posteriorment, en la primera fase de I'embriogéenesi,
s’acaben d’eliminar les escasses molécules d’ADNmt aportades per I'espermatozoide. Tot i aixi,
en els ultims anys s’han recollit casos concrets d’heréncia de 'TADNmt per via biparental®®. Encara
que la transmissié per via materna es manté absolutament dominant mentre que la paterna

seria ocasional. S’esta treballant per elucidar aquest mecanisme d’heréncia inusual que podria
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aportar nous coneixements sobre I’heréncia mitocondrial, aixi com noves vies per al tractament

d’alteracions en els mecanismes d’heréncia de '’ADNmt.

Es indispensable destacar I'elevada taxa de mutacié de ’'ADNmt, de fins a 10 vegades superior si
la comparem amb la de 'ADNnN. Aix0 es déna per la manca d’histones que protegeixen les doble
helix d’ADNmt, aixi com per un excés de molecules ROS (de I'anglés, Reactive Oxygen Species),
subproductes de la fosforilacié oxidativa que, juntament amb una absencia de sistema de
reparacié de mutacions, fan de FADNmt un ADN labil i acumulador de mutacions al llarg de
I'evolucid de les espécies®. A més, compta amb mecanismes de correccié d’errors poc eficients

durant la replicacié’®.

Mentre que mutacions a cel-lules de la linia germinal provoquen malalties d’heréncia materna,
I'acumulacié de mutacions somatiques en teixits postmitotics pot desembocar en un declivi
progressiu del metabolisme mitocondrial, participant en el desenvolupament de malalties
heretades i també en I'envelliment’. Uinici tarda i el curs progressiu de moltes malalties
mitocondrials suggereixen que el funcionament dels mitocondris va empitjorant amb el temps i,
aix0, contribueix a I'envelliment fisiologic’*’3. Fou a la década dels vuitanta que es posa de
manifest que mutacions de canvi de nucleotid i delecions en 'FADNmt podien ser causa de
malaltia en humans. Des de llavors, s’ha constatat que defectes en ’ADNmt, ja siguin heretats o
adquirits, son l'origen de malalties heterogénies en edat pediatrica i adulta. Aquestes mutacions
en 'ADNmt es sumen a d‘altres en I’ADNn que codifiquen per gens mitocondrials o gens
relacionats amb la replicacié i manteniment de FADNmt i que, en conjunt, conformen tots els

origens coneguts de les malalties genétiques mitocondrials®4,

2.4.4.1. Heteroplasmia
A I'hora de valorar els efectes patogénics d’una mutacié mitocondrial, cal tenir en compte
I’heteroplasmia. Aquest concepte designa I'existéncia de diferents tipus de molécules d’ADNmt
en un individu, teixit, cél-lula o mitocondri, fenomen molt freqlient degut a la presencia de
multiples copies d’ADNmt en el mitocondri i de I'elevada taxa de mutacié de 'ADNmt que
afavoreix I'aparicié de variants®®. Contrariament, el concepte d’homoplasmia es refereix a la
preséncia d’'una Unica sequencia d/ADNmt en el mitocondri, en la célula, teixit o individu. La
majoria de mutacions patogeniques en 'ADNmt sdn heteroplasmiques, és a dir, coexisteixen
molécules d’ADNmt salvatge o wild-type i ADNmt mutat dins d’'una mateixa cel-lula. Els nivells
alts d’heteroplasmia es refereixen a cel-lules amb alts nivells dADNmt mutat i nivells baixos
d’ADNmt de tipus salvatge, mentre que nivells baixos d’heteroplasmia es refereixen a céel-lules

amb nivells baixos ’ADNmt mutat i nivells alts d’ADNmt salvatge®. Variacions en el percentatge
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d’ADNmt mutat respecte al salvatge donen lloc a variacions graduals en la funcié del mitocondri
i poden produir una elevada variabilitat fenotipica. D’altra banda, les mutacions en 'ADNmt es
van acumulant als teixits amb el pas dels anys produint, també, una disminucié de la funcié
mitocondrial que pot exacerbar altres defectes presents en els gens mitocondrials, ja sigui en
'ADNmt o en 'ADNn, produint d’aquesta manera una deficiéncia en els sistemes bioenergetics
que podria afavorir la simptomatologia neuropsiquiatrica. Aquestes mutacions, que s’acumulen
amb l'edat, poden jugar un paper important en I'etiopatogénia de malalties neurodegeneratives
com, per exemple, 'Alzheimer o Parkinson®. Un estudi recent demostra que, de mitjana, cada
individu és portador d’una variant heteroplasmica, i un de cada vuit individus és portador d’'una

variant heteroplasmica associada a malaltia, encara que amb una freqiiéncia menor a I'1%"%.

’ ovocit madur »
{ ovocit primari

fertilitzacié . @ nivells alts de mutacié

€] % (80% heteroplasmia)
cél-lula
germinal
primordial

S0 o0,
. - ) o —p. & @ . nivells mitjos de mutacié
e 9 L) % %9 g@ (50% heteroplasmia)
® /

® D D nivells baixos de mutacié

(20% heteroplasmia)

@ mitocondri no mutant

mitocondri mutant

Figura 6. Exemples de transmissio d/ADNmt heteroplasmica de la mare a la seva descendéncia. (Adaptat
de Gorman et al. 2016%3)

El llindar o nivell d’heteroplasmia a partir del qual es produeix una determinada deficiencia
depeén del tipus de mutacid, és a dir, de I'efecte d’aquesta, i del tipus cel-lular afectat. Tipicament,
es requereixen nivells alts dADNmt mutat (>50%) per produir defectes del funcionament
cel-lular, pero algunes mutacions dADNmt només generen deficiéncies si es presenten en nivells
molt elevats (>80-90%). Aquestes Ultimes solen ser mutacions en I’ARNt. Altres, pero, poden

produir alteracions funcionals al voltant de nivells d’heteroplasmia del 60%°3.
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2.4.4.2. Haplogrups

LADNmt ha anat incorporant, al llarg del procés d’evolucié humana, variants que han quedat
fixades en la molécula d’ADNmt i que estan agrupades segons els processos de migracid. Aquests
grups de variants formen el que es coneix com haplogrups i han seguit una distribucié geografica
clara fins el fenomen recent de globalitzacié. La seqliencia d’ADNmt que cada persona ha heretat
s’'anomena haplotip i el conjunt d’haplotips que tenen un origen comu conformen el que es
coneix com haplogrup. Aixo és degut a quée I'haplotip fundador va adquirir variants funcionals
de 'ADNmt que van conferir alguns canvis en el metabolisme mitocondrial. Aquestes alteracions
resultants van permetre als nostres avantpassats adaptar-se a nous factors ambientals com ara
fonts d’aliments alternatives, canvis en la necessitat d’activitat fisica, variacions d’altitud
geografica o de temperatura i proteccio front a diversos agents infecciosos. Com a resultat, cada
haplogrup d’ADNmt té variacions en la fisiologia mitocondrial particulars que cofereixen algunes

particularitat en la fisiologia mitocondrial dels individus®®.

TUVW

LJ, K

L.

Figura 7. Distribucié de FADNmt al mén durant l'evolucio de I'espécia humana. (Adaptat de Pei et al. 2018%°)

Aguests haplogrups mitocondrials, a part de ser rellevants en l'adaptacio fisiologica normal,
també tenen un paper clau en la modulacié del risc de desenvolupar malalties que afecten
diversos sistemes de l'organisme huma. Per exemple, en la diabetis”™’®, cancer’’% i també en

8182 Es important destacar que aquestes variants o SNPs que

els trastorns psiquiatrics
confereixen cert risc per determinades malalties requereixen d’altres factors genétics i/o
ambientals per a produir un determinat efecte i, també, que pertanyer a un determinat
haplogrup pot influir en la penetrancia d’alteracions genétiques presents en el genoma nuclear.
Aquests efectes es poden explicar bioquimicament pel fet que una mateixa mutacié pot modular
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I'activitat enzimatica en funcié de I’haplogrup d’/ADNmt on és present. Per tant, encara que les

diferencies siguin modestes, poden tenir repercussions funcionalment rellevants en les

proteines de la CRM i en el nombre de copies d’ADNmt®2,

2.4.4.3. Tipus de mutacions en FADNmt
Existeixen delecions, duplicacions i insercions en el genoma mitocondrial que poden portar
canvis en la longitud de la molecula dADNmt, a més de variants que consisteixen en la
modificacié d’un Unic nucleotid que sén patogeéniques. Cal tenir en compte, pero, que les variants
més freqlients sén els SNPs que també comporten un canvi de nucleotid i que estan presents en
més d’'un 1% de la poblacié. La gran variabilitat de genoma mitocondrial confereix gran

variabilitat a I'expressivitat dels gens mitocondrials®.

| Alteracions genétiques en citopaties mitocondrials |

| W Alteracions a ADNmt "J |_'I Mutacions a ADNn

\ 4 T i ¥ Defectes en la Defectes en
Defectes en la CRM fusié la translacié
Mutacions puntuals S ft
L (p-ex.: deficits en mitocondrial mitocondrial
complexos (p.ex.: malaltia (p.ex.:
mitocondrials degut Charcot-Marie- déficits en la
y a mutacions en Tooth, tipus 2A2) fosforilacié
Defectes en gens d'ARNt gens codificants) oxidativa
(p.ex.: MELAS, MERRF) Vv combinada)
v v Defectes en el
; v
Defectes en gens dARNr Defectes en factors manteniment de
(p.ex.: hipoacusia induida d'assemblatge ADNmt (p.ex.: !Jefectes en
ol s sindromes de clisters de Fe-S
per aminoglicosids) (p.ex.: déficits en o Lot
depleccié dADNmt: (p-ex.: ataxia de
4 S eI encefalomiopatic Friedreich i
mitocondrials degut P e =
Defectes en gens i hepatocerebral i/o diversos Sd. de
codificants de proteines ens codificants) neuroGl) disfuncio
(p.ex.: neuropatia optica de 9 mitocondrial)
Leber, Sd. de Leigh) v
v
v Déficit de coenzim Q10

Defectes en l'importacié (p.ex.: alteracions en la

mitocondrial (p.ex.: biosintesi de CoQ10)
sordera-distonia,

cardiomiopatia dilatada
amb ataxia, paraplegia
espastica)

Reordenaments (p.ex.: Sd.

Kearns-Sayre, Sd. Pearson,

oftalmoplegia progressiva
externa)

Fig 8. Alteracions genétiques que porten a disfuncié mitocondrial. (Adaptat d’El-Hattab et al. 2016%3)

L'acumulacié de determinades variants pot ser especifica en determinats teixits, suggerint que
factors no geneétics presents en els teixits poden aplicar una pressio selectiva que influeixi en la
segregacid de certes mutacions de ADNmt. Tanmateix, els processos geneétics i no genetics i,
possiblement, també epigenetics, han d’interactuar per influir en I’heteroplasmia de ADNmt i,
en conseqliencia, en la progressié de les malalties mitocondrials. Defectes mitocondrials subtils,
resultants de mutacions heterozigotes en gens nuclears o mutacions heteroplasmiques en

ADNmt, a partir d’'un percentatge determinat d’heteroplasmia, poden reduir la funcio
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mitocondrial suficientment fins a aconseguir uns nivells bioenergetics de la cel-lula insuficients
que alterarien la funcié mitocondrial normal®. Aixi doncs, a mesura que augmenta la proporcié
d’ADNmt mutat, la produccié d’energia mitocondrial va disminuint fins que el nivell queda per
sota del llindar bioenergetic minim pel correcte funcionament d’aquest organul, fet que condueix
a I'aparicié dels simptomes clinics. Aquestes mutacions, ja es trobin a gens codificats de 'ADNmt
o en 'ADNnN, estan associades a un deficit en el sistema de produccid d’energia. Poden actuar a
diferents nivells alterant directament les subunitats de la cadena transportadora d’electrons,
comprometent el manteniment i/o I'expressié de FADNmt, modificant els patrons de regulacié
de la biogenesi mitocondrial o de I'activitat fosforilativa, empitjorant el transport i la sintesi de

nucledtids, o bé, canviant la composicid i la dinamica de les membranes mitocondrials®e.

Trobem diferents alteracions genétiques en ’ADNmt clinicament rellevants: mutacions puntuals,
delecions, duplicacions, insercions, deplecié mitocondrial i alteracié en el niumero de copies

d’ADNmt®>%¢:

++ Les mutacions puntuals es produeixen en el moment que canvia la posicié d’un parell
de bases per una altra. Hi ha diverses malalties associades a mutacions puntuals de
’ADNmt, les quals presenten manifestacions cliniques molt heterogenies, entre les
quals hi predominen la debilitat muscular, la hipotonia, la fatiga i episodis d’ataxia®*.
Aquesta heterogeneitat es pot explicar per I'existéncia d’heteroplasmia; és a dir,
proporcions diferents d’ADNmt salvatge i mutat en funcié del teixit. A més, la proporcid
d’ADNmt mutat pot variar entre individus, entre teixits del mateix individu i entre
cél-lules d’'un mateix teixit. A més, cada teixit pot tenir un llindar diferent de moléecules
d’ADNmt mutat per expressar la malaltia. Hi ha mutacions presents en les regions que
corresponen als ARNt, als ARNr i a les regions codificants per proteines. Algunes d’elles
son les causants de malalties mitocondrials com MELAS, MERRF o LHON, entre d’altres
que repassarem en I'apartat segiient.

+» Les delecions poden ser simples (pérdua d’una Unica regié en totes les molecules
delecionades) o multiples (pérdua de diferents fragments en distintes molecules) que
poden comportar la pérdua des d’unes poques bases fins a grans fragments d’ADN.
Freqlentment, afecten a la regié compresa entre el gen del citocrom b (MT-CYB) i el de
la subunitat | de la citocrom oxidasa (MT-CO1). La majoria son esporadiques, tot i que
també s’han detectat delecions heretades. En aquest sentit s’han descrit un gran
numero de delecions que van des d’una kilobase (kb) fins a 8 kb. La delecié més comuna

té una extensié de 4.977kb, del nucleotid 8.470 al 13.447, del gen MT-ATP8 al MT-ND5
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suprimint gens clau per manteniment de la funcié mitocondrial. Causa una pérdua de
quasi un ter¢ del genoma de 'ADNmt i s’ha associat a la malaltia d’Alzheimer, la sindrome
de Pearson, de Kearns-Sayre i amb el cancer. També s’ha associat a altres processos
fisiologics com I'envelliment, essent un indicador d’estrés oxidatiu. Les delecions sén
rarament detectades en teixits amb una elevada taxa de recanvi, com per exemple el
teixit sanguini. Es posible que els ADNmt delecionats es perdin per seleccié clonal en
aquests teixits i, per contra, s'acumulin en teixits postmitotics (cervell, muscul...)28,

A les duplicacions es troba la presencia repetida d’algun segment d’ADNmt. En sang si
gue es detecten duplicacions, cosa que facilita la cerca de mutacions de manera poc
invasiva®>%®,

Una alteracié en el nimero de copies dADNmt, generalment una disminucié, s’ha
considerat també una alteracié de 'ADNmt. Els mecanismes moleculars responsables
d’aquest fenomen que s’ha anomenat depleccié no es coneixen del tot, perd estan
relacionats amb la replicacié d’aquesta molécula. La deplecié de 'ADNmt és causa de
determinades malalties que es tractaran en el punt 3.

A través de l'evolucid de la nostra espécie s’han anat inserint alguns fragments de
seqliencies de ’'ADNmt al genoma nuclear. S’estima que formen part en un 0°'016% del
genoma nuclear i s'anomenen NUMT (nuclear inserts of mtDNA) podent ocasionar

interrupcions en la lectura de ’ADNN®>37:88,

2.5. Funcions del mitocondri

El mitocondri té moltes funcions, totes claus en els principals procesos vitals:

1)

Producciéo d’ATP: L’'ATP és la forma d’energia que les cél-lules utilitzen per poder
desenvolupar la seva activitat fisiologica (manteniment de gradients de ions a través de
les membranes cel-lulars, acumulacid i alliberament de les vesicules sinaptiques, trafic
de receptors i canals de ions a la superficie cel-lular, senyals intracel-lulars, transcripcié
genetica i regulacié en mecanismes epigenetics). La produccié d’energia és la funcié
principal del mitocondri ja que aquest proporciona al voltant d’un 90% del requeriment
cel-lular d’ATP. L'ATP es genera a partir de I'oxigen, per aix0, aquest procés també és
conegut com a respiracio cel-lular aerobica, i la glucosa, per un seguit de processos que
tenen lloc als cinc complexos proteics de la membrana mitocondrial interna. La glicolisi
porta a la descarboxilacié del piruvat per tot seguit tenir lloc el cicle de Krebs i,

finalment, la fosforilacié oxidativa. La cadena de transport d’electrons consisteix en una
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série de 4 complexos enzimatics que es troben a la membrana mitocondrial interna i

que funcionen aclobats a I’ATP sintasa®8%%,

citoplasma

membrana
externa

espai intermembranés

membrana

interna

suceinat fumarat matriu mitocondrial ADP+P ATP

Figura 9. Esquema de la CRM i I'ATP sintasa. (Adaptat de Gorman et al. 2016%)

Durant la fosforilacié oxidativa, els cofactors reduits generats a partir de I’oxidacié de
nutrients, com la glucosa, donen electrons al complex | aixi com al complex Il. Els
electrons es passen de complex a complex, per un conjunt de reaccions. El flux
d’electrons esta acoblat al bombeig de protons des de la matriu mitocondrial fins a
I’espai intermembrana, formant un gradient electroquimic que s’utilitza per impulsar la

produccié d’ATP®,

Taula 7. Complexes de la CRM.

Complex Constituents*
1 NADH-deshidrogenasa 25 polipéptids (7) Oxidaciéo NADH
] Succinat deshidrogenasa 5 polipeptids (0) Oxidacio substrats FADH, dependents

1} Citocrom C oxidorreductasa 11 subunitats (1) Oxidacio substrats FADH, i NADH dependents

Transferéncia d’equivalents reductors del

v Citocrom C oxidasa 13 subunitats (3) . ;.
citocrom C a I'oxigen molecular
v ATP sintasa 2 subunitats 12-14 Converteix el gradient transmembrana a
polipéptids (2) energia (ADP passa a ATP)

*entre parentesi els codificats per FADNmt. (Adaptat d’Eiris et al. 2008%°)

2) Regulacioé del Calci: El mitocondri té un paper rellevant en ’lhomeostasi del calci. Aquest
es un segon missatger principal que contribueix a la regulacié de la neurotransmissio i
participa en la plasticitat neuronal®.

3) Especies reactives d’oxigen (ROS): El mitocondri és la principal font intracel-lular de ROS
derivades de les reaccions propies d’aquest organul cel-lular com a subproducte de la
fosforilacié oxidativa. Poden portar a un dany oxidatiu dels lipids, proteines i del propi
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ADN i han estat també implicades en diverses malalties i en el procés d’envelliment. Cal
destacar pero, que el mitocondri sa és capag¢ d’usar diversos antioxidants com el
coenzim Q10, la creatina o el glutatidé per contrarestar I'efecte de les ROS. Tot i la seva
indubtable contribucié a la disfuncié i, fins i tot, a la mort cel-lular hi ha dades que
semblen indicar que les ROS també tindrien una funcid fisiologica en la plasticitat
sinaptica amb efectes sobre 'aprenentatge i la memoria®2.

4) Intervencio en estres: En la resposta de fight-or-flight quan hi ha un factor estressant
per I'organisme es requereix energia en forma d’ATP per nodrir els comportaments de
supervivencia. Aquesta resposta a l'estrés augmenta la disponibilitat de substrats
energétics, com la glucosa, que el cervell utilitza com a combustible. A més, les
hormones esteroides com els glucocorticoides, sén sintetitzades i metabolitzades pels
mitocondris; a alts nivells d’exposici6 a aquestes hormones, els mitocondris
disminueixen la capacitat d’amortiment del calci cosa que si es perpetua afavoreix la
sensibilitzacid a la mort cel-lular, també per augment de I'estrés oxidatiu, fragmentacio

mitocondrial i danys a ’TADNmt**~%7,

ESTRES

Sistema /f Sistema
immunitari endocri
L
ﬂROS

£ ADNmt-cN

ADNmt-ccf T tADNmt-mut
Escurgament Estrés Inflamacié metabolisme
telomeric oxidatiu energetic
L Y,

Y

Envelliment prematur
Trastorns psiquiatrics i/o neurocognitius
Trastorns metabolics
Alteracions del comportament
Neurodegeneracio

Figura 10. Interaccio de I'exposicié a I'estres i les alteracions mitocondrials a través dels sistemes
inflamatori i endocri i conseqiiéncies en poblacié vulnerable. (Adaptat de Daniels al. 2020°%) [ROS: espécie
reactiva d’oxigen; ADNmt-ccf: ADNmt circulant cell-free; ADNmt-CN: numero de copies dADNmt; ADNmt-
mut: mutacions en FADNmt.]
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5) Apoptosi: El mitocondri participa activament en I'apoptosi, tant en la via intrinseca com
en I'extrinseca. Es un procés fisiologic que es dona en el desenvolupament del cervell,
especialment durant la neurogénesi®.

6) Activitat sinapticai plasticitat neuronal: Els mitocondris es mouen constantment al llarg
dels axons i les dendrites, dividint-se i fusionant-se en resposta als canvis sinaptics i
ajudant-ne a regular I'activitat. També sén essencials per les funcions cerebrals. Tenen
un paper clau en la neurotransmissio, en la plasticitat neuronal a curt i llarg termini, en
la resisténcia cel-lular a I'estrés i en 'adaptacido conductual. Alteracions en aquests
processos metabolics donen lloc a una gran varietat de malalties com les inflamatories,
metaboliques, tumorals i també als trastorns neuropsiquiatrics®.

7) Altres funcions: Els mitocondris sén també el lloc fisic on esdevenen altres processos
metabolics cel-lulars clau, com la beta-oxidacio dels acids grassos, el cicle de l'ureai el
cicle de Krebs. A més, sén fonamentals per a I’homeostasi cel-lular i participen en la
senyalitzacid intracel-lular, la sintesi d’ATP al teixit adipds marrd, la sintesi del grup
hemo al fetge i als precursors d’eritrocits, i la sintesi de diversos metabolits com

aminoacids, fosfolipids, nucleotids, etc®%6?,

2.6. Metabolisme mitocondrial

El sistema cardiorespiratori (pulmons, cor i sistema vascular) transporta oxigen i nutrients fins a
les cél-lules. Els aliments ingerits a través de la dieta sén metabolitzats a través dels processos
de digestio fins a obtenir molécules com la glucosa, que entren a l'interior de la cél-lula i sén
catabolitzades en molecules més senzilles. Les molecules reduides de NAD i FAD (dinucleotid de
flavina-adenina), NADH i FADH,, resultants del metabolisme cel-lular, inicien la transferéncia i el
flux d’electrons a través de la CRM on l'oxigen que respirem actua com a receptor d’electrons
ultim, mentre els protons son bombejats a través dels diferents complexos (I-1V) a I'exterior del
mitocondri. El sistema cardiopulmonar proporciona aixi I'agent oxidant (oxigen) i el sistema Gl
proporciona els agents reductors (substrats alimentaris). Aquesta seqiéncia molecular
d’esdeveniments genera un potencial electroquimic transmembrana a través de la membrana
mitocondrial interna a partir del que mengem i respirem, aprofitada, finalment, per a la sintesi
d’adenosina trifosfat (ATP), que permet la majoria de les reaccions cel-lulars que sostenen la vida,
essent al voltant del 90% de l'energia requerida per l'organisme huma i garantint un
funcionament cel-lular adequat®>®. E|l recanvi mitocondrial és elevat i constant gracies a
I'equilibri entre la biogénesi mitocondrial i a la mitofagia, que consisteix en la destruccié dels
mitocondris defectuosos. La correcta funcid mitocondrial és essencial per a un conjunt de
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funcions vitals que tenen un requeriment energétic molt elevat, com la contraccié muscular,
I'alliberament dels neurotransmissors, la neurogenesi, la dendritogénesi, la sinaptogenesi i les

funcions glials, entre molts altres processos®.

El cervell consumeix quasi una quarta part de I'energia que genera l'organisme. Per aix0, en cas
de disfuncié mitocondrial, el cervell esdevé especialment vulnerable, no només per l'alta
demanda d’energia d’aquest organ, siné també per I'abundancia d’acids grassos no saturats en
la capa de mielina i de lipids i acids grassos de cadena llarga en les membranes cel-lulars, que

son altament susceptibles a la peroxidacid.

Els mitocondris tenen un paper clau en el metabolisme energetic cel-lular, perd també estan
implicats en el metabolisme lipidic, esteroidal i dels aminoacids, en la modulacié dels nivells de
calci cel-lular, en la produccio de radicals lliures i en la regulacié de I'apoptosi. Aixi doncs, la
disfuncié mitocondrial no només afecta a la produccié d’energia, sind que també afecta a molts
altres processos cel-lulars fonamentals per la vida. Els mitocondris es troben, com ja hem
senyalat, formant xarxes dinamiques com a conseqiéncia d’'una constant fissié i fusi6 amb

I'ajuda dels microtubuls®,
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Figura 11. Metabolisme del lactat en la cél-lula.

Alguns dels biomarcadors de malaltia mitocondrial sén els nivells de lactat i piruvat en sang®. Ja

hem senyalat que I'ATP, el principal combustible cel-lular, es produeix majoritariament en
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condicions aerobiques per la glicolisi, cicle de Krebs i fosforilacié oxidativa. En abséncia d’oxigen
o quan la demanda d’aquest és superior a la disponibilitat, per exemple durant la realitzacié
d’exercici fisic intens, disminueix enormement el rendiment de les anteriors vies i només es
produeix ATP per la via de la glicolisi anaerobica amb la produccid de piruvat i posteriorment
d’acid lactic que es sol trobar practicament en la seva totalitat en forma disociada, lactat
(CsHs03). Es una reaccié ineficient ja que només utilitza el 3% de I'energia total que conté una
molecula de glucosa (en condicions aerobiques el rendiment es troba al voltant del 66%), pero
aquest procés permet la supervivencia cel-lular durant uns minuts en condicions anaerdbiques
o de baixa disponibilitat d’oxigen. Utilitza la glucosa del citoplasma del miocit o bé
I’'emmagatzemada en forma de glucogen. Després de la restitucié de I'aport d’oxigen, I'acid
lactic es converteix en piruvat i es restitueix la via aerobica’®. L'acid &-lactic es produeix a partir
de Il'acid pirdvic mitjancant I'enzim Lactat Deshidrogenasa (LDH), essent, en condicions
fisiologiques, un producte “intermediari” de la glicolisi i, predominantment, un combustible

oxidatiu mitocondrial.

L'acid £-lactic és un intermediari crucial en el metabolisme d’hidrats de carboni i dels aminoacids
essencials. La glicolisi és una via mol-lecular necessaria per a la regeneracié de I’ATP en els
globuls vermells ja que no tenen mitocondris. L’acid £-lactic també és produit per la pell, els
teixits adiposos, el sistema nervids central, el muascul i el tracte GI*%21%, Aquest s’elimina, en
gran mesura, mitjangant gluconeogenesi al fetge (60%) i a I'escorga renal (30%) i, en molt menor
grau, mitjancant processos oxidatius en molts organs (fetge, ronyd,muscul, cor i cervell). Aquest
reciclatge intern de £-lactat es coneix com a cicle de Cori. Durant |'exercici, el cor i el muscul
esquelétic utilitzen £-lactat com a principal font d'energia. Les acumulacions d’acid €-lactic
poden ser causades per un augment en la seva produccid i/o una disminucié de la seva
eliminacid. L'augment de la produccioé d’acid £-lactic es produeix quan la taxa de regeneracio de
I’ATP als mitocondris és insuficient per satisfer els requisits de I’ATP per realitzar les funcions
biologiques habituals. Una alteracié de la CRM porta a una limitacié en I'ATP intracel-lular, aixi
com a una alteracié metabolica dels carbohidrats i de la beta-oxidacié. Hi haura un augment de
la rati lactat/piruvat i beta-hidroxibutirat/acetoacetat portant a 'augment dels cossos cetonics i

dels nivells de lactat plasmatic.

La glicolisi i el metabolisme oxidatiu mitjancant el cicle d’acid tricarboxilic (TCA) sén vies clau pel
manteniment de la funcid sinaptica. Determinades cél-lules, com neurones o miocits, poden
prendre la glucosa dels capil-lars de la circulacid sanguinia. Tant en les neurones com els astrocits
és crucial la glicolisi, fins i tot en condicions aerobiques i, per tant, enzims claus en aquest procés

com I'hexoquinasa i el lactat deshidrogenasa (LDH). La glucosa, que alimenta aquesta via
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glicolitica, pot entrar a les cél-lules a través dels transportadors de glucosa (GLUT) i produeix
piruvat, que és convertit, posteriorment, en lactat o aigua i CO; juntament amb 'obtencié de 38
ATPs a través de la fosforilacié oxidativa al mitocondri. El lactat produit, per exemple, als astrocits
pot també dirigir-se a la neurona a través de transportadors i pot ser usat com a substrat per
produir energia a través de la seva conversio en piruvat al citoplasma de la neurona. Aquesta
hipotesi es basa en I'existéncia d’LDH a dins de la cel-lula i la preséncia de MCTs (transportadors
monocarboxilics) especialitzats en el transport de lactat transmembrana i que duen, rapidament,

el lactat generat pels astrocits a 'espai extracel-lular i, seguidament, a les neurones!®,

» — E— @ Hexoquinasa
Vveoele e 4w
capi I-lar ‘I/ Transportador de NT
GLUT1
. GLUT3
Glicolisi : MCT1
(@ S A @ l MCT2
[ N* | wera
\—4‘ @ Glucosa
18l | ‘ Piruvat
%%. ‘ ﬁ Glicogen
V ‘ Lactat
| .
Glicalisi 4
—®
%
j neurona

;ﬁ neurona postsinaptica
presinaptica

Figura 12: Acoblament bioenergétic fisiologic neuronal. (Adaptat de Sullivan et al. 2019)*%”

El piruvat és un substrat per a la fosforilacié oxidativa que té part dins del mitocondri. La reduccio
de la fosforilacié oxidativa condueix a la glicolisi. La glicolisi produeix un augment de la produccio
de lactat, que provoca l'acidificacié del teixit i disminueix, per tant, el pH intracel-lular®>1%,
Aquesta acidificacio del pH cel-lular de I'organisme té mecanismes per normalitzar-lo de nou
com, per exemple, la neutralitzaci6 a través del bicarbonat, el fosfat i les proteines
intramusculars o també amb I'ajuda d’enzims com la fosfofructoquinasa. Un cop a les neurones,
el lactat es torna a convertir en piruvat per LDH. Sembla, també, que hi pot haver una entrada

de lactat al mitocondri i d’aquesta manera actuar com a combustible de la CRM ajudant a la
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normalitzacié del pH cel-lular. La satisfaccié de la demanda energética de les neurones depeéen
molt de I'acoblament metabolic d’aquestes amb la glicolisi i la produccid de lactat en els astrocits;
aquests sOn encarregats, entre d’altres funcions, de reciclar els neurotransmissors alliberats per

les neurones, procés que representa gran proporcié del pressupost energetic del cervell.

En el passat es considerava només un producte residual, perd actualment és considerat un
combustible cel-lular complementari pero clau en estats hipoglicémics o isquemics, aixi com una
molécula que intervé en la senyalitzacié cel-lular'®, Recentment, se li ha atribuit també un paper

en I'aprenentatge i la memorial®

i, per tant, també en la disfuncié cognitiva propia d’alguns
trastorns psiquiatrics. El 1934 ja es reporta un increment dels nivells de lactat i un decrement
dels nivells de glutatié en pacients amb ESQ*°. Aixi doncs, hi ha moltes evidéncies en la literatura
gue suggereixen que alteracions en la funcié mitocondrial podrien provocar una alteracio de la
plasticitat neuronal fisiologica, fet que es podria traduir en simptomatologia psiquiatrica, com
per exemple, alteracions afectives o de I'ambit psicotic”'¥112, Sén conegudes certes entitats

nosologiques on s’ha confirmat disfuncié mitocondrial o, fins i tot, alteracions en la genética

mitocondrial, i que presenten una elevada incidéncia de malalties psiquiatriques®’.
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3. Malalties mitocondrials

El 1963 va ser descobert TADNmt!!3, Els posteriors avencos en aquest camp han senyalat una
série de malalties humanes amb notable prevalenca que comparteixen una patogeénia subjacent
en qué es veu afectada la funcié mitocondrial®2. Els drgans diana de la disfuncié mitocondrial
son, en aquest ordre, cervell, cor i muscul, ronyons i sistema endocri. Per tant, el cervell sera el
primer organ que es veura afectat des de l'inici de la disfuncié mitocondrial. Quan aquesta
disfuncid esdevingui més severa, l'afectacid es traslladara als altres organs. Una funcio
mitocondrial ineficient sera menys capag d’oxidar el piruvat i els acids grassos, tenint com a
resultat una acumulacié de glucosa i triglicérids a la sang com podem trobar, per exemple, en la
diabetis, I'obesitat i la malaltia cardiovascular®. Cal tenir present que el proteoma mitocondrial
esta constituit pel voltant de 1500 proteines de les quals només 13 estan codificades en FADNmt.
Per tant, les malalties mitocondrials poden estar causades no només per alteracions en FADNmt,

sind també en 'ADNN®, perd en aquest treball només ens centrarem el les causades per 'ADNmt.

3.1. Epidemiologia
Una de cada 200 persones és portadora d’'una mutacié de 'ADNmt i una de cada 5000 pateix una
malaltia mitocondrial severa. Si ens fixem en una consulta médica general, es pot afirmar que 1
de cada 200 pacients tenen una mutacié que potencialment podria causar una malaltia

mitocondrial''.

En les formes d’aparicié infantil (<16 anys) la prevalenga s’ha estimat entre 5 i 15 casos per cada
100.000 individus. En adults, la prevalenga de malalties mitocondrials causades per mutacions
en 'ADNmt s’estima en 9,6 casos per cada 100.000 individus i la prevalenca de malalties
mitocondrials causades per mutacions en ’'ADNn és de 2,9 casos per cada 100.000 individus®,
S’estima que les mutacions en 'ADNmt sén responsables d’aproximadament un 80% de les
malalties mitocondrials en adults. Per altra banda, només s’han trobat mutacions en 'ADNmt en
un 20-25% dels casos de malalties mitocondrials d’inici infantil i, en canvi, la majoria de malalties

mitocondrials d’inici infantil sén causades per mutacions autosdmiques recessives en 'ADNn®,

3.2. Caracteristiques cliniques
Esimportant tornar a senyalar que les malalties mitocondrials sén clinicament molt heterogénies
ja que sén molts els drgans que depenen del bon funcionament del metabolisme aerobic dut a
terme pel mitocondri i una mateixa mutacio pot associar-se a fenotips molt variables, i mutacions
diferents poden provocar simptomes similars. Aixi doncs, la clinica amb la que es poden
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expressar és molt diferent perque depen de l'organ que es vegi afectat i del llindar minim
d’aquest en la produccié d’energia que necessita per funcionar adequadament. Es a dir, els
organs més dependents de l'energia poden mostrar simptomes amb una disminucid
relativament petita a la produccié d’energia. Alguns trastorns mitocondrials poden afectar
només un Unic organ, com ara l'ocular en la neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON), pero

molts d’ells impliquen diversos sistemes d’drgans®°0115,

Taula 8. Signes i simptomes de MALALTIA MITOCONDRIAL

SISTEMA NERVIOS CENTRAL ‘ SENTITS
Paralisi cerebral Desenvolupament . e
- 2 Perdua visual/ceguesa Atrofia optica
atipica retardat
: . L Alteracions de musculatura )
Microcefalia Demeéncia Ptosis
ocular
. Degeneracio retiniana amb Deficits de visio del
Convulsions Coma )
signes de ceguesa nocturna color
Trastorns ., o Perdua auditiva i
Retard mental/regressio Retinitis pigmentosa o altres

neuropsiquiatrics sordesa

Mioclonies Trastorns del moviment SISTEMA GASTROINTESTINAL i HEPATIC

Ataxia Migranyes Dificultat a I'empassar Hipoglucémia

Reflux
gastroesofagic

SISTEMA NERVIGS PERIFERIC ‘ Pseudo-obstruccio intestinal Restrenyiment

Accidents cerebrovasculars Retard en el buidament gastric

Debilitat i/o . L . Alteracions
_ _ Neuropatia Vomits cronics o recurrents .
hipotonia pancreatiques
Perdues de consciencia L . Sensacio
Reflexos absents o Fallada hepatica inexplicable . . L
transitoria d’ompliment gastric

Absencia o excés de transpiracio i de
termoregulaciod

Fallada hepatica induida per acid valproic

SISTEMA MUSCULO ESQUELETIC SISTEMA EXCRETOR
Debilitat Hipotonia Sindrome nefrotic Aminoaciduria
Dolor muscular i/o e Malaltia renal tubular proximal i perdua de proteines i
Rabdomiolisi recurrent L
rampes electrolits
SiMPTOMES PSIQUIATRICS ‘ SISTEMA CARDIOVASCULAR
. . L - . Cardiomiopati
Clinica depressiva Simptomes psicotics Defectes de conduccio cardiaca arl |om|f3pa @
hipertrofica
SISTEMA ENDOCRI ALTRES
. : Fallada pancreatica Retard en el creixement Intolerancia a
Diabetis . : . ) -
exocrina Intrauteri I'exercici
Excés de pel , Alteracions cutanies com .
Estatura baixa . . Fatiga
corporal lipomatosi simetrica
Anemia
Hipotiroidi Hi iroidi Probl i i
ipotiroidisme ipoparatiroidisme roblemes respiratoris sideroblastica
Hipogonadisme Infertilitat Hipersensibilitat a I'anestesia Lipomatosi multiple

Aixi doncs, qualsevol tipus de mutacid a I'ADNmt té potencialment com a conseqiliéncia
I'alteracio en el funcionament de la CRM i la disminucid de la produccié d’energia en forma d’ATP.
El fet de que la presentacid i la intensitat de la simptomatologia sigui tan variable es creu que
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pot ser degut a I'acumulacid secundaria de mutacions a 'ADNmt en teixits postmitotics associada
a I'edat, podent ser aquest el factor el que desencadena l'aparicio dels primers simptomes. Les
persones que hereten una mutacié amb un efecte “menor” a 'ADNmt necesitaran un major
numero de mutacions somatiques per a arribar al llindar que comprometi la funcionalitat del
teixit mutant i, per tant, poden viure la major part de la seva vida sense manifestacions cliniques.
En canvi, si la mutacié heretada és deletéria, la capacitat respiratoria de I'individu sera limitada
des del principi i caldran menys mutacions somatiques per a l'aparicié de la malaltia. Cal tenir
present que, dins d’una familia, la mateixa mutacié pugui tenir efectes fenotipics diferents. Es
possible que les molecules amb ADNmt mutant del zigot es distribueixin de maneres diferents al
llarg de les divisions cel-lulars que succeeixen durant el desenvolupament embrionari. Aixi, en
un individu les molecules dADNmt mutants es podrien acumular al cervell i muscul esquelétic
mentre que en un altre germa es podrien acumular al miocardi; donant, per tant, clinica molt
heterogénia. Es per aix0, que aquesta clinica tan heterogénia pot solapar-se amb molts quadres

clinics i malalties diferents.

{“‘ convulsions, ataxia, encefalopatia,
migranya, deméncia, AVC

R hipoacisia/sordesa &

neuroaptia dptica, - A
elinopifis chaimeclesia: ] 00 eeesdeeesesssssssoses cardiomiopatia,
DAL e trastorns de la conduccié cardiaca

IR Ly Y e diabetis
hepatopatia

=1 B T N e, obstruccié intestinal,
"""" 3 diarrea, malabsorci6é

' anémia
.. fallada renal, glomerulopatia ’

(\Y /) insuficiéncia ovarica,
w
debilitat muscular, fm‘

infertilitat -
intolerancia a |'exercici,
hipotonia, atrofia

alteracions seminals,
infertilitat

-
-

neuropatia periférica

Figura 13. Signes i simptomes de malaltia mitocondrial. (Adaptat de Gorman et al. 2016%)

Es important estar alerta de les anomenades “RED FLAGS” que sén caracteristiques concretes de

cada manifestacio clinica i que han de fer que sospitem la preséncia d’una malaltia mitocondrial.
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Taula 9. Caracteristiques sospitoses de malaltia mitocondrial (RED FLAGS)
Inici asimetric

Edat d'aparicid primerenca

Historia de recuperacié parcial després d'un dany aparentment
irreversible

Afectacio inicial en altes frequéncies

Perdua auditiva
neurosensorial

Inici primerenc

Precedit de prodroms

Territori afectat en la neuroimatge no segueix una logica vascular
Materia gris afectada de manera predominant

Calcificacio de ganglis basals associada

Bona recuperacio clinica després d'un episodi

Canvis en la neuroimatge desproporcionats al déficit clinic

S'hi associen convulsions focals o status epileptic

Augment de lactat en LCR

Aparicié sobtada d’estats epileptics

Gatell fisiologic recurrent

Convulsions Episodis severs de convulsions amb periodes entre intervals benignes
(sense requerir anticonvulsius per al seu control)

Empitjoren amb valproic

Deficits
neurologics
focals

Inici simetric
Progressio lenta amb poques variacions dilrnes
Amb oftalmoplegia externa progressiva o canvis pigmentaris en la retina

Canvis Distribucié perimacular
pigmentaris Sense druses
retinians Sense amenaca de ceguesa
No associada a retinopatia diabética ni neuropatia periferica
Facilment controlada amb antidiabeétics orals

Diabetis

3.3. Caracteristiques psiquiatriques

Un grup de simptomes que sovint estan presents en les malalties mitocondrial sén els simptomes
psiquiatrics. Alguns estudis indiquen que entre un 50% i un 70% de pacients adults amb trastorns
mitocondrials hereditaris patiran algun trastorn psiquiatric major, entre ells ESQ, ja sigui de
forma cronica o en algun moment de la seva vida, i en nens s’ha descrit que fins a un 50%
d’afectats per malalties mitocondrials presentarien simptomatologia depressiva’®, En aquest
sentit, es sospita que alguns dels pacients amb malalties psiquiatriques podrien tenir un

diagnostic subestimat de trastorns mitocondrials?’.

Els trastorns psiquiatrics més freqiients sén els trastorns afectius seguits dels psicotics pero
també hi trobem anoréxia nerviosa i TOC. Altres estudis recullen altres entitats psiquiatriques, a
part de les ja mencionades, com distimia, trastorns de personalitat o trastorn per Us de

substancies, entre d’altres*:®.

A més, cal tenir present que hi ha altres factors que poden col-laborar a augmentar altres tipus
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de comorbilitats en les malalties psiquiatriques com, per exemple, la severitat de la propia
malaltia, |a falta d’exercici fisic, la dieta, I'abus de substancies i el tractament. També cal tenir en
compte altres mecanismes moleculars i condicionants que poden col-laborar-hi com la
microbiota intestinal, alteracions prenatals del sistema renina-angiotensina, alteracions en
intercanvis endocrins matern-fetals o alteracions en I'expressié génica degut a canvis en la
regulacié epigenética, que tenen a veure amb déficits en la nutricid prenatal, entre d’altres'912,
Aguestes vies biologiques interaccionen i conviuen entre elles, juntament amb factors de risc de
I’entorn, convergint totes elles en algun punt d’alguna de les vies mitocondrials, fet que recolza

el protagonisme d’aquest organul en els TN donant-nos aixi una visié encara més sistemica

d’aquests trastorns!'®12°,

Cal tenir en compte que en alguns casos la simptomatologia psiquiatrica és la primera que
s’identifica i es tracta respecte al conjunt de simptomes del trastorn mitocondrial i que un gran

nombre d’aquests pacients son resistents al tractament psiquiatric habitual®®.

3.4. Mutacions

Actualment, gracies a les técniques de seqienciacié de nova generacid hi ha hagut una explosio
en el descobriment de noves alteracions genetiques que afecten a la CRM amb mutacions
patogéniques en més de 300 gens, tant nuclears com mitocondrials, identificades fins ara!?,
Diversos estudis han demostrat que els defectes genetics nuclears sén la principal causa de
malaltia mitocondrial infantil, mentre que les mutacions en I'ADNmt sén més freqlients en casos
d'adults!®’. Concretament, s’han identificat fins a 338 gens relacionats amb malaties

mitocondrials: 36 a 'FADNmt (11%) i 302 a 'ADNn (89%)*22.

S’han reportat centenars de mutacions patogeniques en ’ADNmt que causen malaltia i es poden
consultar a la web del Mitomap®. Les mutacions patogéniques més freqiients i conegudes de
ADNmt sén les mutacions amb error de sentit localitzades en gens proteics com la MT-ND4
m.11778G> A (p.Arg340His), que causa ceguesa sobtada i neuropatia optica hereditaria de Leber
(LHON), i la MT-ATP6 m.8993T>G (p.Leul56Arg), que esta associada amb neuropatia, ataxia i
retinitis pigmentaria (NARP) i sindrome de Leigh. Les mutacions localitzades en ARNt més
habituals son la mutacié a MT-TK m.8344A> G, que causa encefalopatia mioclonica amb fibres
vermelles esquingcades (MERRF) i la a MT-TL1 m.3243A> G mutacid, que causa encefalopatia

mitocondrial amb acidosi lactica i ictus (MELAS).

Les mutacions patogenes de 'ADNmt poden presentar-se en homoplasmia, com per exemple,

les mutacions causants de LHON (MT-ND4 m.11778G> A (p.Arg340His), MT-ND1 m.3460G>
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A(p.Ala52Thr) i MT-ND6 m.14484T> C (p.Met64Val), i la variant que causa sordesa induida per
aminoglicosids MT-RNR1 m.1555A> G. Pero, les mutacions més severes causen malalties quan
son heteroplasmiques, de manera que el percentatge dADNmt mutant afecta la gravetat del
fenotip. Algunes mutacions heteroplasmiques poden causar un fenotip caracteristic; per
exemple, certes mutacions del citocrom b causen miopatia mitocondrial, mentre que altres
mutacions heteroplasmiques produeixen una serie de simptomes que afecten el cervell, el cor,
el muscul i altres teixits amb alta demanda energética. Per exemple en portadors de la mutacio
m.8993T>G depenent de la carrega mutant, el portador desenvolupara una sindrome
neurodegenerativa greu anomenada malaltia de Leigh si I’heteroplasmia és superior al 90%,
desenvolupara neuropatia, ataxia i retinosi pigmentaria (NARP) si es troba entre el 60 i el 75%, o

sera totalment assimptomatic si el llindar d’heteroplasmia es troba per sota del 60%%,

A l'inici, les persones que tenien una mitocondriopatia eren ateses per especialistes en
neurologia. Actualment, tot i desconeixer exactament l'origen pleiotropic i multisistemic dels
simptomes, s’hi sumen altres especialitats médiques com I'endocrinologia, I'oncologia, la

cardiologia, la immunologia i la digestologia entre altres.

3.5. Diagnostic
El diagnostic pot resultar complex degut a la multiple i diversa simptomatologia amb qué es
presenten els trastorns mitocondrials. També cal tenir en compte que la presentacié clinica pot
variar enormement entre persones, tot i presentar la mateixa mutacié genética i en la mateixa
familia. Aixi doncs, la primera i principal eina diagnostica és una bona valoracié clinica. Cal

sospitar d’'una malaltia mitocondrial si:

1) Ens trobem al davant d’una “malaltia comuna” que presenta caracteristiques cliniques
atipiques o simptomes que no solen apareixer habitualment o hi ha afectacid de teixits
i/o organs aparentment no relacionats entre si.

2) Hiha tres o més organs i/o sistemes implicats (o un o dos dels “senyals d’alerta”).

3) Exacerbacions recurrents en una malaltia cronica en forma d’infeccions.

La primera aproximacié diagnostica requereix una adequada i exhaustiva anamnesi i exploracio
clinica, seguida de les exploracions complementaries pertinents segons la clinica que presenta

el pacient.

L'afectacid clinica juntament amb les troballes neurorradiolégiques i les anomalies metaboliques

en 'analitica poden orientar cap als estudis bioquimics de la CRM i/o estudis genétics especifics.
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Es fonamental fer un estudi d'extensié per organs i aparells, d'acord a la historia clinica del
pacient i als seus antecedents familiars. En preséncia de fenotips clinics tipics de malaltia
mitocondrial s’haurien de realitzar estudis geneétics dirigits a les mutacions i gens causals més
freqlients, evitant aixi la realitzacié d’un procés molt més invasiu com és una biopsia muscular.
Els panells genétics estan cobrant cada dia més importancia per a l'estudi de malalties

mitocondrials, tant en mutacions de I'ADNmt com de I'ADNn*?*,

Taula 10. Diagnostic de malalties mitocondrials

Procediment diagnostic Que ens indica?
Historia ) L Pot mostrar un patré hereditari quan es posen de
. Anamnesi de pacient i . . . .
personal i famili manifest “simptomes lleus” en familiars. Per exemple talla
L amilia . .
familiar baixa, sordesa, migranyes...
Sl Proves de forca, resistencia i neurologiques (reflexos,
Exploracio fisica exhaustiva Vvisio, parla, capacitats cognitives basiques i de

fisics
desenvolupament)

., 1. Estudis d’electrofisiologia L ., . .
Avaluacié (EEG) 9 1. Monitoritzacié d’activitat convulsiva

multisistémica 2. Detecci6 d’anomalies cardfaques
2. ECG, Holter, EcoCG : ° cardiad
; L 3. Pérdua auditiva
3. Proves d'audicié . . . .
n L 4. Perfil renal, hepatic, tiroidal, glucemia, vitamina B12...
4. Analitica sanguinia . e S . T
5. Dismaotilitat intestinal i gastroesofagica, vomits ciclics

interindividual) 5. Tracte i transit Gl o O
. 6. Ptosi, muUsculs oculars, canvis retinians i atrofia optica
6. Examen oftalmologic

(depenent de
la presentacié

1. Nivells de lactat, fosfocreatina i ATP
2. Cerca de lesions bilaterals o simetriques; atrofia, lesions
corticals, leucoencefalopatia difosa

Proves 1. Espectroscopia per RMN
d’'imatge 2. RMN o TAC

1. Nivells de lactat i piruvat
2. Creatina-cinasa serica
Tests 3. Nivells de carnitina serica
bioquimics i 4. Amoni sanguini
enzimatics 5. Quantitat d’aminoacids
en plasma i/o orina

1. Indica alteracions en cadena respiratoria
2. Lleugerament elevada en malalties mitocondrials pero
habitualment elevada de manera més clara en casos de
deplecié d’ADNmt
3-5. Alteracié de metabolisme mitocondrial

1. Proliferacié mitocondrial anormal i deficits en cadena
respiratoria
2. Presencia o absencia de determinades proteines
3. Activitat enzimatica
4. Morfologia, nombre i estructura mitocondrial

1. Histoquimica

Biopsia tissular 2. Immunohistoquimica

(habitualment 3. Bioguimica
muscular) 4. Microscopi electronic

Proves 1. Mutacions conegudes

LN IEN (M 2. Mutacions desconegudes | 1-2. Cerca I'existencia de mutacions puntuals, delecions i
teixits més o rares duplicacions

afectats) 3. Quantitat d’ADNmt

Estudi d’extensiod de les malalties mitocondrials: Les proves a escollir depenen del quadre clinic

i sempre havent descartat préviament miocardiopaties i trastorns endocrins com diabetis o
hipotiroidisme, entre d’altres?#1%,
++ Estudis bioquimics:

o Analisi de sang: Bioquimica basica amb hematometria, funcié hepatica i renal,

59



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ANALISI DE LA FUNCIO MITOCONDRIAL EN TRASTORNS DEL NEURODESENVOLUPAMENT

Alba Valiente Palleja

/7
0.0

enzims musculars (CK), gasos, ions, lactat, piruvat, cossos cetonics, amoni,
aminoacids, acilcarnitines. Segons valoracié clinica es realitzaran estudis
hormonals, sobretot tiroidals, aixi com valoracié de I'estat nutricional amb
vitamines i oligoelements. L'acidosi lactica, que és utilitzada com a unic
marcador de malaltia mitocondrial, ens orienta cap al diagnostic encara que no
és sensible ni especifica.

o Analisi d’orina: Bioquimica basica amb aminoacids i acids organics.

o Estudide liquid cefalorraquidi (LCR): Només en alguns casos concrets i en funcié
d’analitiques prévies. Es freqient la deteccié d’acid lactic elevat. També
s’analitzen els nivells de glicina i/o folat en funcié del quadre clinic del que se
sospita.

Proves de neuroimatge: Les anomalies de la RMN cerebral sén rellevants a I'hora
d’orientar el quadre clinic, si és possible convé realitzar-la amb espectroscopia, que ens
donara informacid del metabolisme cerebral. El tipus de lesions detectades, aixi com les
zones cerebrals afectades ens poden orientar a determinades sindromes.

Estudis neurofisiologics: Convé descartar defectes neurosensorials o afectacié de nervis
periferics, segons I'drgan o organs afectats.

Estudis genetics: Els estudis genetics poden realitzar-se en sang (limfocits) o en altres
teixits depenent del quadre clinic existent. S'estan introduint noves tecniques
diagnostiques basades en nous metodes com els bioxips de DNA i seqiienciacié
mitjancant eines genomiques d'ultima generacié (Next-Generation Sequencing o NGS).
La confirmacié d'un diagnostic genetic en la CRM segueix suposant un repte donat el
gran nombre de gens implicats en la funcié mitocondrial, a causa de la participacié de
dos genomes i per la heteroplasmia de les mutacions en 'ADNmt.

Es proposa, si hi ha sospita d’'una malaltia mitocondrial tipica, estudiar en un primer
temps les mutacions causals especifiques en teixits no invasius com sang o orina. En cas
de no detectar la mutacid, caldria realitzar, en cel-lules d’aquests teixits, la seqilienciacié
completa de I'ADNmt, per NGS. En casos més complexos i multisistémics, la biopsia
muscular seria el seglient pas cap al diagnostic. A més es pot quantificar el contingut
muscular d'ADNmt o determinar la preséncia en muscul de delecions multiples en
I'ADNmt. També cal tenir en compte que lI'analisi de 'ADNmt d’un teixit, que no és el
diana, pot conduir a obtenir seqliiencies completament normals en pacients
heteroplasmics per mutacions causants de malaltia. Si 'ADNmt no aporta resultats

positius es pot contemplar la possibilitat d’analitzar 'ADNn8°%115, per tant, si fins aqui
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no s’ha arribat al diagnostic, es poden considerar estudis més complexos d'interpretar a
nivell genomic com ara WES (seqlienciacié de exoma) o WGS (seqlienciacié de genoma)
per intentar detectar les mutacions causals, o estudis de aCGH per a deteccié de
reordenaments cromosomics. La interpretacid i analisi dels resultats requereix de grups
especialitzats en genomica i bioinformatica. Aquests estudis poden, fins i tot, detectar
un gran nombre de variants potencialment patogéniques o noves variants genétiques
de significat incert que podrien requerir estudis funcionals bioquimics a nivell de recerca
(protedmica, metabolomica, estudis cel-lulars i animals). A més, també es poden trobar
variants no buscades en gens no relacionats amb la patologia clinica diana (per exemple,
gens de susceptibilitat al cancer) el que complica el maneig clinic i la informacio als
pacients. Tot aix0 fa que abans de la seva realitzacid calgui realitzar un consell genétic
adequat i es requereixi el consentiment informat dels pacients i/o la seva familia en el
cas de menors o adults tutelats.

Biopsia muscular: S'utilitza per a I'estudi histologic i de la CRM. No cal realitzar-la si es
diposa d’un estudi genéetic que ha identificat una mutacio clarament patogénica.

o Estudis immunohistologics: Permeten realitzar el diagnostic diferencial amb
altres miopaties o detectar si hi ha proliferacié mitocondrial (fibres vermelles
esquingades (RRF, de I'anglés ragged-red fibres) per tricromic de Gomori o fibres
blaves esquincades (BRF, de I'anglés ragged-blue fibres) per tincié de SDH i fibres
COX negatives que no es tenyeixen per citocrom C oxidasa. Es poden realitzar
estudis en microscopia electronica. Les RRF s'associen a defectes de 'ADNmt que
condueixen a disminucid de la sintesi de proteines per mutacions en els ARNt,
delecions i deplecié de 'ADNmt. La preséncia de fibres COX negatives es pot
trobar amb mutacions puntuals en els gens mitocondrials o nuclears de la COX.
No obstant aix0, una tincié normal no exclou un possible déficit del complex IV.

o Estudis enzimatics i/o del metabolisme oxidatiu als teixits: La biopsia muscular
permet valorar I'activitat dels complexos de la CRM en un teixit post-mitoticamb
alt requeriment energetic. Aquests estudis també es poden realitzar en
fibroblasts (tenint en compte que presenten un metabolisme menys oxidatiu i
més glucolitic) i en altres teixits afectats. Quan es detecta una deficiéncia, no es
pot assegurar que aquesta sigui primaria o secundaria. D'altra banda, encara que
les activitats de la CRM siguin normals no es pot descartar una malaltia

mitocondrial.
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«* Altres estudis complementaris: Es poden valorar estudis de coenzim Quo, cardiolipines,

nucleotids, o analisi d’ensamblatge dels complexes de la CRM.

Sospita de malaltia mitocondrial RosC \ﬁg

Anamnesi | Exploracié fisica
v

Proves complementaries:
- Sang: lactat, piruvat, alanina, glucosa, CK...
- Orina: acids organics, aminoacids... ,Jl
- LCR: lactat, piruvat, proteines... \r\f
- Altres: Rx torax, ECG, Ecocardiograma, EEG, | il !
electromiograma, potencials evocats, TAC,
RMN, SPECT, PET...

v [T

Sindrome mitocondrial coneguda? si .| Cercade mutacions l

(MELAS, MERRF, LHON, NARP...) s a ADNmt en sang

Biopsia muscular

Determinacié de complexes

‘UUU I | mitocondrials (I-1V)

| Estudis bioquimics | ? o .\.‘ Analisi molecular de 'ADNmt
—i*' & - Reordenaments
. aa— i
P = - Mutacions puntuals .,
Al 4 - Depleccid ‘Rt
Histoquimica: RRF, tincié COX i SDH Analisi molecular de 'ADNn
Ultraestructura: microscopi electronic

Figura 14. Algoritme diagnostic per les malalties mitocondrials.
(Adaptat de Nardin et al. 2001 i Chinnery et al. 20158%126:127)

3.6. Tractament i pronostic

Els tractaments de les malalties mitocondrials depenen dels fenotips clinics, dels organs afectats
i de la valoracié clinica periodica. En nens petits i en malalties mitocondrials degudes a certes
mutacions acostuma a haver-hi afectacié multisistemica. Donada la gran heterogeneitat clinica,
la complexitat bioquimica i genética i la varietat en els mecanismes implicats en la fisiopatogéenia,
hi ha una série de limitacions que dificulten I'aplicacid efica¢ de terapies curatives, pero, cada
dia es van perfilant nous farmacs i estrategies que es poden aplicar a pacients amb malalties

mitocondrials®?.

Actualment el tractament més habitual per a les malalties mitocondrials és el tractament
simptomatic i preventiu. Com a complement, s'aconsella I'optimitzacié en la produccié d’energia
amb, per exemple, una nutricié adequada, un correcte ritme i quantitat de son, aixi com

promoure l'activitat fisica moderada®. També s’usa la suplementacié amb nutricéutics de
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vitamines i cofactors per tal de promoure una adequada funcié mitocondrial; tot i que les
metaanalisis sobre aquesta practica no han provat I'eficacia per cap d’aquestes substancies®128,
Es cert, perd, que hi ha incertesa sobre les concentracions terapéutiques exactes i els

mecanismes d’accié concrets dels potencials agents terapéutics®2.

Altres estrategies per a millorar la funcié mitocondrial sén reduir la perdua d’energia (prevenir
infeccions, evitar excés d’exercici fisic i l'estrés emocional, no exposar-se a temperatures
extremes) i evitar toxines i alguns farmacs que inhibeixen la CRM augmentant el risc de toxicitat
mitocondrial (alcohol, tabac, metformina, alguna antibiotics, acid valproic, propofol, estatines,

aspirina...)%38%90.115,

Altres
Cadena transportadora d'electrons Moduladors del fluxe de calci - Dieta cetogénica (B-oxidacio)
. i i - - Uridina
Coenzim Q10 % - Xestospongina C
- Idebenona - Dihidropiridines (bloquejen canal de calci)
- Diaminofenotiazines
- Quinones de Vitamina E
Moduladors del por de
transicié de permeabilitat
mitocondrial (mPTP)
Eliminacié de ROS - Olesoxim
- Minociclina
- Vitamina C - Latrepirdina
- Vitamina E - Rasagilina
- Seleni - Ciclosporina
- '!‘aurina, hipotaurina - NIM811
- Acid alfa-lipoic
- N-acetilcisteina
- Mitoquinona
- Péptids szeto-schiller
- Coenzim Q10 ) Biogénesi mt.
_Idebencna Vies estimulants - Bezafibrat
- Minociclina d'antioxidacié cel-lular i 5 - Exercici fisic
- Diaminofenotiazines Triterfenoids Mecanismes antiapoptotics i RT{\_‘&'DB
- Polifenols - - Acipimox
- Fumarats - Rasagilina L L
- Despramipexol . . - . - Nicotina ribosida
- Polifenols - Tiazolidinediones
- N- acetilcisteina - BI-11A7
- Acid alfa-lipoic

Figura 15. Compostos en desenvolupament, farmacéutics i nutricéutics, per millorar diversos aspectes de
la funcié mitocondrial de les principals vies afectades en la disfuncié mitocondria.
(Adaptat de Manji et al. 2012°?)

El fet, reconegut recentment, que I'estres oxidatiu dins de el mitocondri és un segell distintiu de
disfuncié mitocondrial, ha estimulat el desenvolupament de terapies antioxidants orientades a
aquests organuls. Després de demostrar efectivitat en estudis preclinics i seguretat en assaigs
clinics de fase 1 en humans, actualment s’estan cursant assaigs de fase 2 per a molécules
antioxidants com MitoQ (mesbat d’ubiquinona, NCT02597023), el péptid SS-31 (d-Arg- 2 *, 6'-
dimetiltirosina-Lys-Phe-NH2, NCT02245620), entre d’altres®?. S'estd investigant també en

molécules que actuen en receptors activats per proliferacié de peroxisomes (PPAR) com ara el
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bezafibrat o d’altres també crucials per regular el metabolisme energétic

Un altre principi actiu molt estés com a antioxidant és la N-acetilcisteina que modula l'estres

oxidatiu, I'apoptosi, la funcié mitocondrial i la neurogéenesi. Hi ha altres antioxidants que

129

s’utilitzen per a tractar malalties mitocondrials com podem veure ala figura 15iala taula 11. Un

altre punt a aclarir i en el que s’esta treballant actualment és en els efectes dels psicotropics, en

particular, el dels antipsicotics que directament afecten la funcié mitocondrial (per exemple

inhibint el funcionament del complex 1)1, També s’esta provant la terapia de reemplacament

mitocondrial, com a sistema de prevencié, per poder evitar la transmissié de malalties

mitocondrials de mares a fills®2.

Taula 11. Mol:-lecules que s’utilitzen en el tractament de malalties mitocondrials

Principi actiu
Suport a la CRM:
- CoQ10 (reduit): ubiquinol
- CoQ10 (oxidat): ubiquinona

Funcio

transport d'energia entre Cl i Clll, i Cll i CllI
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Efectes secundaris

- perdua de gana,
nausees, diarrea a altes
dosis

Suport al transportador d’electrons:
- Niacina (Bs)
- Riboflavina (B.)

- precursor de NAD
- precursors de FAD

- flushing
- nausea a altes dosis

Magatzem d’energia:
- Monohidrat de creatina

tampo fosfat precursor de la fosfocreatina

- augment de la miccio

Suport a I'oxidacié dels acids grassos:

- (acetil-)L-carnitina
- Biotina (By)

transport d'acids grassos de cadena llarga
cofactor d’enzims carboxilasa

- femta poc consistent,
olor a peix d'orina
- cap

Cofactors d’enzims mitocondrials:
- Tiamina (B.)

- Acid pantoténic (Bs)

- Piridoxina(Bs)

- Biotina (By)

- Acid alfa-lipoic

- cofactor d’enzims del cicle de I'acid citric
- precursor del coenzim A

- cofactor de més de 100 enzims

- cofactor d’enzims carboxilada

- cofactor d’enzims del cicle de I'acid citric

- cap

- diarrea a altes dosis

- cefalea, parestesies,
nausees

-cap

- cefalea, parestesies,
rash, rampes musculars

Antioxidants:
- CoQ10

- L-carnitina
- Vitamina E
- Vitamina C

- objectiu: estrés oxidatiu de la CRM

- recull restes d’'acids organics

- proteccié de membranes cel-lulars

- proteccié de metabolisme de ferro i coure

- hiporéxia, nausees,
diarrea a altes dosis

- femta poc consistent,
olor a peix a orina

- sagnat a altes dosis

- diarrea a altes dosis

Suport al metabolisme redox:
- Metilcobalamina (B:z)

- Folat reduit (Bs)

- N-acetil-L-cisteina (NAC)

- Zinc

- suport a la metilacio. als cicles del folat i a
la produccié de glutatio

- suport a la metilacio, als cicles del folat,
precursor del glutatié

- suport a la superoxid dismutasa

- hiperactivitat, insomni
- cap

-diarrea a dosis altes

- supressio de I'absorcié
de ferro i coure

Suport al mtbl. de folats:
- Acid folinic/leucovorina calcica (B)

- col-labora en mantenir nivells Optims de
folat al cervell

- hiperactivitat

En els ultims anys han augmentat el nombre d’assajos clinics, alguns d’ells amb resultats

esperancadors, que volen demostrar una millora de la simptomatologia de TEA usant

tractaments que es proposen pels trastorns mitocondrials com ara la L-carnitina i la dieta

cetogenica en nens sense aparent trastorn mitocondrial. Tots ells necessiten ser estudiats més

extensament31133,
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HUCase ek e y |;_ nucleases en anell de zinc
T G AAT TCTTTTTTITITTITTTTT " .
les mitocondries LU GAATTIGMLLLLLLLLLLL nucleases-like d'efecte )
- activador de la transcripcio
Manipulacié d’ADN amb )
peptids d'acids nucldics TITTTTTTTTT I T I TTT 1T w -
i i6 LLLLULUL UL !
Manipulacié o
d'ADN o = ) . ) )
Manipulacié denzims . % leucil tRNA sintetasa mitocondrial
Jd'ARNt m____ifg w domini carboxi-terminal de la leucil
o tRNA sintetasa mitocondrial
Transferéncia de gens AAV-ETHET (gen nuclear)
via vectors d'adenovirus o AAV-ND4 (gen mitocondrial)
Subministrament m W tr;lns_fu\si(_i de plaquetles &
Noves vies en el sistemic de proteines 5 erltrlcr_:ltfs encapsul s
T o amb timidina fosforilasa
) =
d " . o . .
e Ma:'P}”iFC:“ dc'l‘AI'JdN @ . % factor A de transcripcié
amb pép :S acids * ] dirigit mitocondrialment
nucléics
Petites Manipulacié 7 bezafibrat inhibidors PAPR
mol-lécules d'nDNn'lljti TADNR : 4?,} o AICAR rapamicina
e farmacs = ¢ resveratro ciclosporina
de 3 \g. 8/ w trol I A
—
Terapia amb CM per a ﬁ trasplantament de CM
cél-lules mutacions de gens nuclears °% d i medul-la dssia
mare o8 =
(cM) Modificacio o o % injeccions de bupivacaina
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Figura 16. Visié general de nous enfocaments terapéutics per al tractament de trastorns mitocondrials.
(Adaptat de Nightingale et al. 2016**°) [AICAR = ribonucledtid 5-aminoimidazol-4-carboxamida; PAPR =
receptor de poli-adenosina difosfat-ribosa polimerasa]

Existeixen altres treballs en la literatura que estudien el paper de molécules antioxidants i altres
compostos que intervenen en processos metabolics mitocondrials en el tractament d’altres
trastorns psiquiatrics com I’ESQ. Una revisid de 23 estudis que van incloure diferents antioxidants
com el Ginkgo biloba, la N-acetilcisteina, l'alopurinol, la deshidroepiandrosterona (DHEA), les

vitamines C, i E o la selegilina®*

, recull que alguns d’ells van millorar les puntuacions que
mostraven els pacients amb ESQ en les escales de simptomes positius i negatius de la PANSS. Cal
dir perd, que van administrar-se tandes de tractament de curta durada, amb diferents
dosificacions i amb una evidéncia feble i, per tant, de moment, poc aplicable a la practica clinica
habitual. Altres noves dianes terapeutiques per 'ESQ, que tenen a veure amb el metabolisme
energetic i altres processos que involucren el mitocondri, s’estan estudiant actualment. Per
exemple, la dieta cetogenica, rica en greixos i baixa en carbohidrats, proporciona a I'organisme
un combustible pels processos bioenergéetics del cervell alternatiu a la glucosa i ha demostrat
que pot millorar la funcidé neuronal reduint la toxicitat del glutamat, promovent la via d’inhibicid
gabaeérgica i atenuant la formacié de ROS. Estudis recents mostren una millora de simptomes
psiquiatrics en I'ESQ, aixi com canvis en els parametres metabolics i, per tant, una millora del risc
cardiovascular®®. També hi ha estudis que reporten beneficis d’aquesta dieta en models de
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ratolins amb TEA com millora de la sociabilitzacid, de la comunicacid6 o de comportaments
repetitius?3*!¥, ’acid alfa-lipoic, també amb propietats antioxidants, ha demostrat en alguns
pacients amb ESQ, i com a coadjuvant al tractament amb antipsicotics, millora d’alguns
parametres metabolics, aixi com també disminucié de simptomes negatius i positius'®. Els
carnitinoides que intervenen en mecanismes epigeneétics regulant mecanismes d’oxidacié i de
citoproteccid de gens i vies de mitofagia, també sembla que podrien tenir un paper en
I'optimitzacio de la plasticitat sinaptica i en la millora del dany neuronal, també en trastorns com

el TEA i PESQ™.

En l'actualitat no hi ha evidéncia suficient que recolzi I'is cap dels compostos esmentats en
aquest apartat per a tractar cap TN, sobretot en monoterapia. Tot I'exposat en aquest apartat
posa de manifest que en el camp de les terapies mitocondrials i la possible relacié amb la salut
mental hi ha moltes llacunes i, per tant, és molt necessari seguir investigant per ampliar el
coneixement en aquest camp'*. Per altra banda, també és evident que s’estan duent a terme
passos significatius per al tractament i prevencié de les malalties mitocondrials i aquests

plantegen, també, nous reptes étics i cientifics!2.

3.7. Malalties mitocondrials més rellevants

Algunes de les malalties mitocondrials més caracteristiques i que impliquen ’ADNmt sén*:

/7

% MELAS: Es 'encefalopatia mitocondrial més freqiient. Pot tenir el seu inici entre els 2 i
els 40 anys, tot i que I'edat d’inici més habitual és al voltant dels deu anys. L'encefalopatia
mitocondrial, episodis “stroke-like” i acidosi lactica son les manifestacions que li donen
el nom. Pero també pot manifestar-se, a més, amb intolerancia a I'exercici, convulsions,
demeéncia, debilitat muscular, perdua auditiva, ceguesa, cefalees, dismotilitat gastrica,
polineuropatia, diabetis, insuficiencia renal i estatura baixa. Bioquimicament, s’han
detectat defectes als complexos Il o IV, o en ambdds. La mutacié més freqlient és la
m.3243A>G que codifica RNAt*“(YUR) g| gen MT-TL1'*2. Mutacions a altres gens com MT-
ND1, MT-ND5 i MT-CO3 també poden portar a la mateixa malaltia.

«» MERRF: Aquesta sindrome pot iniciar-se des de I'adolescéncia tardana fins a I'edat

adulta. Clinicament es pot presentar amb epilépsia, miopatia, sordesa, ataxia,

retinopatia pigmentaria, alteracions en la coordinacid, demeéncia i atrofia optica. Al
voltant del 80% de les persones afectades d’aquesta sindrome sén portadores de la
mutacié m.8344A>G que codifica RNAtYSUUR) 3| gen MT-TK. També s’han identificat altres

mutacions en altres gens d’ARNt o en el gen MT-ND5.
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Sindrome de Kearns-Sayre: Generalment, té el seu inici abans dels 20 anys. S’expressa
en forma d’oftalmoplegia externa progressiva cronica, retinitis pigmentaria i una de les
tres entitats seglients: sindrome cerebelds, bloqueig cardiac o hiperproteinorraquia.
Altres simptomes, poden ser: miopatia, disfagia, pérdua auditiva i demeéncia, entre
d’altres. Es caracteritza per la preséncia de delecions o duplicacions simples a 'ADNmt.

NARP: Aquesta sindrome té l'inici en la infantesa. Les persones afectades poden
presentar retinitis pigmentosa amb pérdua visual, falta de coordinacié, ataxia, debilitat,
demeéncia, convulsions i retard del desenvolupament. Es una malaltia progressiva per
una mutacio puntual en FADNmt: m. 8993 T >C i m. 8993 T >C, que afecten el gen de la
subunitat 6 de I'ATPasa del complex V, MT-ATP6. Generalment, la mutacid m.8993T>C
acostuma a presentar un fenotip més lleu. Els afectats per NARP tenen entre un 70 i un
90% de molécules mutades, per tant, aquesta sindrome es presenta en heteroplasmia.
S’han descrit casos de mares assimptomatiques que poden arribar a presentar fins un
70% de molecules mutades en sang. Si la mutacidé és molt abundant (superior al 90%
detectada en sang i cervell) es produeix una encefalopatia infantil anomenada Sindrome
de Leigh. En una mateixa familia hi poden haver persones afectades per les dues
malalties o, fins i tot, lliures de malaltia, depenent del grau d’heteroplasmia.

Sindrome de Leigh: Es tracta d’una encefalomiopatia necrosant subaguda amb inici a la

infancia. Sovint la mort es produeix dos anys després de I'inici dels simptomes, pel que
és una de les malalties mitocondrials més severa. Es pot presentar en forma de vomits,
ataxia, hipotonia o espasticitat, convulsions, dificultats en I'alimentacié i en la parla,
peérdua auditiva, nistagme, pérdua visual, alteracions del moviment, neuropatia
periferica, hiperventilacid, i regressié motriu i intel-lectual. A la prova d’imatge és tipic
observar lesions cerebrals bilaterals i simétriques de necrosi amb astrocitosi i
proliferacié vascular a nuclis grisos i tronc cerebral. El gens mitocondrials implicats sén
MT-ATP6, MT-ATP8, MT-ND5, MIT-TL1 i MT-TW. Hi ha una trentena de gens nuclears que
també es relacionen amb aquesta entitat clinica.

CPEO: Oftalmoplegia externa progressiva cronica, amb inici a I'adolescéncia o primera
etapa de joventut. Generalment, presenten una progressio lenta que es detecta perquée
la mirada esta limitada en totes direccions, donat que els moviments oculars sén lents i
associats a ptosis, i per la preséncia de debilitat muscular i fatiga. En casos esporadics de
PEO s’han descobert delecions o duplicacions simples a 'FADNmt, especificament al gen
MT-TL1, el que permet diferenciar-los d’altres formes hereditaries causades per

mutacions a 'ADNn que provoquen delecions multiples a 'ADNmt.
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/7

+» LHON: Neuropatia optica hereditaria de Leber. Aquesta sindrome és més freqlient en
homes que en dones i es presenta al voltant dels 30 anys. Les caracteristiques principals
son la perdua visual, alteracions en la conduccio cardiaca, espasticitat i distonia. Aquesta
malaltia esta causada per mutacions puntuals en 'ADNmt. Més del 90% es donen en les
posicions m.11778 a MT-ND4, m.3460 a MT-ND1 i m.14484 a MT-ND6. Cal tenir present
que aquesta malaltia presenta una penetrancia incompleta, és a dir, que no tots els
individus amb aquestes mutacions desenvolupen la malaltia; per tant, altres factors
genetics o epigenetics poden tenir un efecte en el desenvolupament de la mateixa.

% Altres:

o AID: Sordera neurosensorial no sindromica induida per aminoglicosids.
Implicacié del gen MT-RNR1.

o Miopatia infantil reversible: Miopatia precoc i acidosi lactica. Es deguda a una
mutacié homoplasmica amb penetrancia variable a 'TADNmt (m.14674T>C/G a
MT-TE). Els mecanismes implicats podrien ser diversos: relatius als nivells de L-
cisteina ja que I'activitat de I'enzim cistationasa augmenta amb I'edat, factors
nuclears, mecanismes compensadors a través del ARNt implicat i/o factors
epigenetics o mecanismes implicats en la biogenesi mitocondrial.

o Sindrome Aicardi Goutieres tipo 5 (AGS5): Leucoencefalopatia, microangiopatia
i calcificacié de nuclis grisos. Preséncia d’interferd alfa a LCR. Retard mental,
Ulceres a pell i mucoses i artropatia. Delecions a ADNmt i implicacié del gen
nuclear SAMDH]1.

o Sindrome de Pearson: S’inicia als pocs mesos de vida i el simptoma més evident
és l'anémia macrocitica refractaria. També podem trobar-hi neutropénia i
trombocitopénia (degut a vacuolitzacidé de precursors, hemosiderosi i
sideroblastos a medul-la 0Ossia), aixi com disfuncié pancreatica exocrina.

Sindrome causada per delecions a ADNmt.

Cal tenir present que existeixen un gran nombre de malalties mitocondrials causades per
alteracions a I’ADNn. Degut a que les rutes biologiques afectades sén molt variables no és
freqiient relacionar facilment genotip i fenotip. Tot i aixi, els simptomes comuns a la majoria sén
encefalopaties, miocardiopaties i miopaties més o menys especifiques o en combinacié entre
ells i altres defectes d’organs i sistemes. Per exemple, I'encefalopatia mitocondrial neuro-Gl,
MNGIE. Els simptomes es presenten, habitualment, abans dels 20 anys pero pot debutar més

tard, fins als 55 anys. Consta d’alteracions Gl, oftalmoplegia externa, ptosi, neuropatia visceral,

68



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ANALISI DE LA FUNCIO MITOCONDRIAL EN TRASTORNS DEL NEURODESENVOLUPAMENT
Alba Valiente Palleja

degeneracié retiniana, neuropatia, estatura baixa, miopatia, perdua de coordinacid,
leucoencefalopatia i pérdua d’audicid. S’hereta de forma autosomica recessiva i esta causada per
mutacions en el gen nuclear TYMP, que codifica per a una proteina implicada en la fosforilacié
de la timidina. Aix0 condueix a l'anul-lacié completa de I'activitat enzimatica, I'acumulacié de
timidina i deoxiuridina en els liquids i teixits biologics, aixi com a un desequilibri en la replicacié
i la reparacié de 'ADNmt, que provoca multiples delecions i en ocasions una deplecié parcial. El
diagnostic diferencial inclou trastorns amb fenotips que es superposen com MNGIE i MELAS,

MERRF o PEO.

3.8. Altres malalties amb disfuncio mitocondrial.

Hi ha diverses malalties que, tot i que no es consideren malalties mitocondrials primaries, s’hi
ha objectivat una disfuncié mitocondrial que podria formar part de I'etiologia d’aquestes. En els
ultims anys, diversos trastorns s’han associat amb mutacions de gens nuclears responsables del
manteniment i la funcié de I'ADN mitocondrial i s’ha reconegut la possible contribucid
d’anomalies mitocondrials a malalties neurodegeneratives progressives com la malaltia de
Parkinson i la malaltia d’Alzheimer®. Estudis recents han suggerit un paper rellevant per a les
mutacions en FADNmt en el desenvolupament d’una amplia varietat de cancers. S’han estudiat

cancers amb mutacions, supressions inversions i alteracions en el nimero de copies en 'ADNmt

que duen a una disfuncié mitocondrial podent explicar aixi I'alteracié en la bioenergética cel-lular
en molts tipus de cél-lules cancerigenes®®!*3, També s’han observat alteracions en vies
metaboliques d’aminoacids, aixi com alteracions en I’ADNn en altres entitats cliniques com la
miositis corporal d’inclusid i, fins i tot, I'obesitat i la resisténcia d’insulina®'*4, Entre aquestes
malalties en qué s’hi han demostrat anomalies en la funcié mitocondrial hi trobem la Sindrome
de Fatiga Cronica (SFC) per la qual cosa es creu que aquesta disfuncié podria contribuir a la

patogénia d’aquesta malaltia*>'. En el seglient apartat, es revisa amb més detall la SFC ja que

és una patologia que s’ha estudiat en un dels treballs d’aquesta tesi.

3.8.1. Sindrome de Fatiga Cronica (SFC)
Aguesta sindrome és una malaltia multisistemica que afecta a molts organs i sistemes i, per tant,
amb simptomatologia molt diversa perd que es caracteritza, principalment, per fatiga. Degut a
la sensibilitat dels mitocondris als canvis cel-lulars i al seu paper com a centre de produccio
d’energia de la cél-lula, es creu que petits canvis en la funcid mitocondrial poden tenir un gran
efecte en determinats pacients, provocant aixi simptomatologia compatible amb la SFC. Tot i aixi,
no queda clar si els defectes es troben en el propi organul o en disregulacions en vies de
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senyalitzacio relacionades amb la funcié mitocondrial, per exemple, la ruta de TAMPK.

En quant a les evidencies de la disfuncié mitocondrial en la SFC, alguns estudis recullen una
funcié disminuida de la CRM en pacients amb SFC si es comparen amb controls sans, essent
aquesta disfuncié major en moments d’estrés cel-lular amb alta demanda metabolica'*®. Alguns
no només apunten a una disfuncié mitocondrial, sind que observen una correlacié positiva
d’aquesta amb la gravetat de la malaltial®’. Altres estudis aporten més evidéncies que impliquen
a la disfuncié mitocondrial com a causa de la simptomatologia de la SFC, aixi com també
proposen noves dianes terapeutiques amb I’Us de suplements dietétics, medicaments o mesures
higiénicodietétiques en funcid de la preséncia i/o el grau de disfuncié mitocondrial de la persona

que pateix SFC*,

3.8.1.1. Prevalenga
La prevalenga s'estima entre 0'5% i 2'5% en poblacié general. Es una sindrome que afecta
preferentment a adults joves i de mitjana edat, pero s’ha descrit també en nens i ancians. Afecta

més a les dones, generalment el doble que als homes!*,

3.8.1.2. Etiologia
S’han explorat moltes hipotesis somatiques i psicosocials sobre I'etiologia de la SFC. Es desconeix
la seva causa pero s’ha intentat associar, sense exit, a agents infecciosos, sobretot virus, com el
d’Epstein-Barr, retrovirus, virus de I'herpes tipus 6, enterovirus, Coxsackie B i altres, sense
resultats concloents. També s’ha explorat la disfuncié6 immune, vies neuroendocrines, la
disfuncié del propi sistema nervids central i/o muscular, la capacitat per I'exercici, causes

genétiques, trets de personalitat i processos psicologics'®.

D’altra banda, les alteracions
recollides en el sistema neuroendocri i en el sistema nervids central no sén suficients per explicar
els simptomes de la SFC®°, La hipotesi més plausible actualment postula que la SFC estaria
causada per interaccions més complexes entre tots els sistemes reguladors que implicarien el
sistema nervids central, el sistema immunitari i els sistemes de regulaci6 hormonal i

energetics™>! Aixi doncs, l'etiologia no és prou clara encara i es creu eminentment

multifactorial'®.

3.8.1.3. Caracteristiques cliniques
La sindrome de la fatiga cronica (SFC) és una entitat clinica caracteritzada per fatiga extrema que
resulta invalidant en diferents graus, que perdura en el temps i que no s’explica per cap entitat
ni malaltia subjacent. Es caracteritza per una fatiga intensa, a més d’altres simptomes cognitius,

autonomics, neuroendocrins, immunologics i musculoesquelétics de nova aparicid i que no sén
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explicables per cap altre o altres entitats cliniques. Han de tenir una durada d’almenys sis mesos,
no remetre amb el descans i empitjorar amb I'activitat fisica i/o mental, i amb una molt lenta

recuperacid i reduccié de >50% de les activitats de la vida diaria realitzades pel pacient!>>4,

3.8.1.4. Comorbiditats
Alguns estudis indiquen una alta proporcié de comorbiditats associades a la SFC, més del 80%*>°.
Sén freqlients comorbiditats com fibromialgia, dolor miofascial, hipersensibilitat quimica
multiple, sindrome de Sjorgen, epicondilitis i altres alteracions neuromusculars, alteracions
tiroidals, hipovitaminosi D, endometriosi i alteracions psicopatologiques com distimia i altres

alteracions afectives, atacs de panic i agorafobia aixi com trastorns de personalitat®™. La

comorbiditat psiquiatrica en pacients amb SFC al llarg de la vida pot arribar a un 68%"°°.

3.8.1.5. Diagnostic
Els criteris de Fukuda de 19942 han estat els més usats i en els quals s’han basat la majoria de
clinics!®. També existeixen altres documents de consens com el canadenc de 2003 o, el més
recent, els criteris revisats de consens internacional de 2011*>3, amb canvi de nom de SFC per la
denominacié d’encefalitis mialgica, que ofereixen una revisid6 sobre fisiopatologia,

simptomatologia i tractament.

Taula 12. Criteris Internacionals de Fukuda per al diagnostic de SFC
Fatiga persistent o recurrent, inexplicada, que es presenta de nou, amb inici definit
Criteri major: i que no és resultat d’esforcos recents. No millora clarament amb el descans.
Ocasiona una reducci¢ considerable dels nivells previs de I'activitat quotidiana
(ocupacional, educacional, social o personal del / de la pacient)
A més ha de complir =4 dels seglients simptomes que persisteixen o rapareixen durant =6 mesos
consecutiusi que no precedeixen a la fatiga. Cal excloure més malalties que cursin amb fatiga perllongada
Afectacio de la memoria recent o de la concentracio
Mal de coll

(Nl Adenopaties cervicals o axillars doloroses
(ha de complir-ne Dolor muscular
Poliartralgies sense signes inflamatoris
Son no reparador
Cefalees amb noves caracteristiques o intensitat
Fatiga després exercici que dura més de 24 hores
Els/Les pacients que tinguin fatiga cronica no explicada pero que no reuneixin els criteris de SFC es
caracteritzarien com afectats/des de Fatiga cronica idiopatica.

4 0 més):

Per al diagnostic de SFC cal realitzar una historia clinica exhaustiva, un examen fisic minucids,
una exploracio de I'estat mental i algunes proves complementaries que sén necessaries a I’hora
de detectar altres trastorns que també cursen amb fatiga severa. La SFC es diagnostica un cop

s’han descartat altres patologies i la persona compleix els criteris diagnostics*.
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3.8.1.6. Diagnostic diferencial
Cal tenir present que la fatiga és un simptoma molt prevalent entre la poblacié general. Es
considera que aproximadament entre un 5 i un 20% de la poblacié pot, en algun moment de la
seva vida, presentar fatiga que es perllongui durant un mes®!. Aquest simptoma sol estar en
relacié amb alguna malaltia o procés intercurrent i és important en primera instancia enfocar el
diagnostic a descartar-ho®°2, Es important destacar que moltes persones afectades de SFC
presenten també dolor generalitzat i compleixen els criteris diagnostics de fibromialgia®®’. Es per
aquest motiu que alguns investigadors consideren ambdues condicions cliniques com dos pols

d’una mateixa entitat nosologica®’.

3.8.1.7. Tractament i pronostic
Degut a qué en el moment actual no es coneix l'etiologia de la SFC no és possible oferir un
tractament curatiu. No obstant aix0, es poden proporcionar tractaments simptomatics i de
suport. Els objectius del tractament estan dirigits a reduir els graus de fatiga i dolor aixi com a
millorar els nivells d’activitat, adaptacié i qualitat de vida. Tanmateix, cal assenyalar que

149158159 " Hj ha diverses revisions sistematiques que han

I'efectivitat global no és elevada
investigat I'efectivitat de diversos tractaments. La terapia cognitiva conductual i la terapia
d’exercici fisic progressiu controlat sén les Uniques intervencions que han recollit evidéncies
d’aportar beneficis'*®®. El prondstic de la recuperacié funcional és, en general, dolent a curt

termini, essent lleugerament millor el de llarg termini®*,

3.8.1.8. Mitocondri i SFC.

Els mitocondris sén molts sensibles als canvis cel-lulars, principalment pel seu paper com a
centre de produccié d’energia de les cel-lules; aixi doncs, petits canvis en la funcié mitocondrial
poden tenir un gran efecte en pacients i, per exemple, provocar fatiga severa’®, principal

simptoma de la SFC.

Hi ha evidéncies que part de I'etiologia de la SFC tindria a veure amb una disfuncié mitocondrial
adquirida. Sén alguns indicadors que exemplifiquen aquesta disfuncié mitocondrial: la produccio
anormal d’adenosina trifosfat (ATP), aixi com la preséncia de dany mitocondrial que porta a un
deteriorament de la via oxidativa de la fosforilacié'*. Alguns estudis també han demostrat un
augment del lactat basal en sang, aixi com una disminucid de la produccié d’ATP mitocondrial en
pacients amb SFC en comparacié amb els controls'®; i altres han demostrat una forta correlacié
entre el grau de disfuncié mitocondrial i la gravetat de la malaltial®, tot i que existeixen altres

estudis que resulten contradictoris'®162,
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Aguestes dades han de ser interpretades amb precaucié ja que les alteracions mitocondrials
poden ser degudes a la desregulacié d’altres vies de senyalitzacié que, depenent de la part de la
via que s’alteri, poden no tenir a veure amb el mitocondri propiament. Igual que en altres
patologies i entitats cliniques, es requereixen de més estudis per determinar el paper exacte dels

mitocondris en la SFC'%,
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4. Mitocondrii TN

Com ja hem posat de manifest en anteriors apartats, les proteines mitocondrials estan
codificades tant per 'ADNmt com per I'’ADNnN. Les variacions en ambdds genomes, aixi com la
interaccié entre ells, poden conduir a una alteracid en la funcié mitocondrial. Els factors geneétics
que intervenen en la regulacié de la funcié mitocondrial i, per tant, en la bioenergetica cel-lular
son d’elevada complexitat; aquesta energia aportada pels processos mitocondrials tenen una
forta implicacid en la neuroplasticitat i en l'alliberament de neurotransmissors. Ambdds
processos son vitals per mantenir una funcié cerebral correcta. Aix0 porta a pensar que una
lleugera desregulacié de la funcié mitocondrial pot donar lloc a una amplia gamma d’alteracions
fenotipiques i podria contribuir a explicar com la disfuncié mitocondrial pot esta implicada en

diversos TN,

Els mecanismes i vies exactes per les quals el mitocondri contribueix a la fisiopatologia cerebral,
tant en la funcid fisioldgica com en la patologica, encara no es coneixen en profunditat. En alguns
pacients, determinades mutacions genétiques en I’ADNmt poden causar directament
simptomes neuropsiquiatrics, perd probablement representen la minoria de pacients amb
trastorn mental®®117:183 per tant, és més probable la implicacié dels SNPs de TADNmt i també de
I’ADNn que codifiquen les proteines mitocondrials, els quals poden contribuir a augmentar risc
de desenvolupar trastorns del neurodesenvolupament en alguns pacients. En aquest sentit,
GWAS recents han identificat un gran nombre de SNPs que estan associats als principals
trastorns psiquiatrics. Cada al-lel comu confereix un risc molt baix, pero la combinacié de tots
ells confereix susceptibilitat a ’hora patir TN®1Y7, En el cas del TEA perd, els estudi de GWAS sén
menys concloents potser a causa de I'estudi de mostres petites i un menor efecte d’aquestes
variants de risc comunes. Tot i aixi, s’ha estimat que els SNP expliquen almenys un 20-50% de la
variancia en el risc de patir TEA, Cal mencionar que en aquests estudis només s’ha contemplat

la contribucid dels SNPs nuclears i no dels SNPs mitocondrials.

A més, alteracions de les ROS, de la dinamica i el transit mitocondrial, de I’'homeostasi del calci i
de les vies de senyalitzacio cel-lular porten a una disfuncié mitocondrial i poden conduir, també,

a manifestacions cliniques en els TN,

Les CNVs, que poden afectar a diversos gens ja que son duplicacions o delecions de regions
concretes del genoma, sén menys freqients que els SNPs pero confereixen un risc més elevat

per a desenvolupar TEA, DI o ESQ.

Les mutacions puntuals rares que produeixen una alteracié de la funcié del gen, moltes de les
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quals son de novo, també poden conferir un risc substancial per a 'ESQ, el TEA i la DI. Aquestes
tres malalties comparteixen factors genéetics de risc, entre els quals hi ha 15 CNVs recurrents.
Avui sabem que determinades persones sén portadores d’'una CNV recurrent altament associada
a I'ESQ (2-3% dels pacients), a la DI (20-25% de les persones afectades) i al trastorn de I'espectre
autista (15-20% dels pacients)!>®%15, Es important destacar que s’ha trobat que la inactivacié

d’alguns gens es repeteix en alguns trastorns psiquiatrics com TEA, DI, TDAH i ESQ®®.

4.1 Mitocondrii TEA

Cada cop es tenen més dades que reforcen la hipotesi que alteracions en ’ADNmt poden ser un
factor rellevant en l'etiologia del TEA. Diversos estudis demostren I'elevacié de marcadors de
disfuncié mitocondrial (lactat, piruvat, carnitina i ubiquinona) en pacients amb TEA respecte a

controls. Alguns d’aquests marcadors es va correlacionar amb la gravetat del trastorn®2.

Nombrosos estudis bioquimics i metabolics de pacients amb TEA també han observat disfuncid
mitocondrial. Aixi com estudis gendmics d’/ADNn han identificat diverses CNVs heterozigotiques
i mutacions de perdua de funcié (LOF, de I'anglés loss of function). Tot i que el risc acumulat per
les mutacions CNVs i LOFs a 'ADNn és només del 20%. Si a aquest risc hi afegim variants del tipus
SNP, el risc augmenta fins al 50%. Per tant, el TEA és un trastorn poligénic del que encara no se’n

coneix gran part de factors etiopatogenics.

Es important destacar que mutacions tipus LOF en pacients amb TEA es solapen amb anomalies
metaboliques i cardiaques. Trobem en la literatura un article amb una cohort de pacients amb
TEA on es posa de manifest que moltes de les CNVs observades en aquests pacients inactiven
gens relacionats amb la bioenergética cel-lular. També s’ha comprovat que moltes de les
mutacions LOF afecten a rutes de senyalitzacié directament lligades a la funcié mitocondrial, aixi
com a gens involucrats en la regulacié del calci, I'oxidacié d’acids grassos i al metabolisme
mitocondrial d’aminoacids de cadena ramificada. Per tant, defectes parcials en la funcio

mitocondrial poden ser un factor important en la fisiopatologia del TEA®®,

Aixi doncs, a partir de les evidéncies que indiquen que la disfuncié mitocondrial és fonamental
en l'etiologia del TEA, podem predir que variants en TADNmt, necessari per a la sintesi de gens

claus per a la cadena de fosforilacié oxidativa, poden contribuir al risc de patir TEA.

Estudis d’haplogrups han revelat que els haplogrups europeus |, J, K, X, Ti U (que representen
aproximadament un 55% dels llinatges europeus d’ADNmt) i els haplogrups de natius asiatics i

americans A i M tenen significativament un increment de risc de TEA, amb una relacié de
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probabilitat, OR, des de 1.55 fins a 2.18%. Aquestes troballes suggereixen que certs haplogroups
d’ADNmt comporten una reduccio en la capacitat bioenergetica mitocondrial, pero segurament
encara per sobre del llindar requerit pel cervell. Pero quan es combina ADNn heterozigotic amb
mutacions genétiques d’ADNmt heteroplasmic o s’esta exposat a toxines mitocondrials de
I’entorn, la funcié mitocondrial cau per sota de les necessitats minimes del cervell i aixo portaria

a simptomes tipics de TEA®®,

Tractaments estudiats:
Carnitina, acid alfa-lipoic, coenzim
Q10/folat d'ubiquinol, cobalamina, acids
grassos, antioxidants, D-ribosa, dinucleotid
3-8% micotinamida adenina.

TEA

cv?t

J
cv| 1
P 3-28% e )
Disfuncio ’ Alteracions genétiques:
mitocondrial

X Cromosomiques: 15q11-q13 dup, regié
30-80% @ IMMP2L-DOCK4/cr. 7,22q13.3 del/dup,

5q14.3 del, Sindrome de Down.

Gens nuclears: NDUFS4, NDUFS5, POLG,

SCO2 SLC6A8, SCN1A, WDR45, DEPDC5.

ADNmt: dels a gran escala a MELAS,
kLHON, depleccié dADNmt.

T

J

°® Alguns dels simptomes clinics reportats:

ﬂv /” Convulsions, ataxia Simptomes Gl
| Debilitat muscular  Alteracions neuroendocrines

] Biomarcadors de disfuncio mitocondrial: ﬂ’ Neuropatia periférica Retard en el creixement
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Figura 17. Aspectes més rellevants de disfuncié mitocondrial en TEA. (Adaptat de Frye et al. 20201)
En el cercle es resumeixen alguns estudis que mostren disfuncié mitocondrial identificades en poblacid
infantil. Els requadres sintetitzen els biomarcadors, les alteracions genetiques, els simptomes i els
tractaments més estudiats fins al dia d’avui en disfuncid mitocondrial associada a TEA. [MM=malaltia
mitocondrial; Cl=Complexe | de la CRM, CllI=Complexe Il de la CRM, Clll=Complexe Ill de la CRM;
ClV=Complexe IV de la CRM; CV=Complexe V de la CRM; CS=Citrat sintasa; DOAG=Defecte en I'oxidacio
dels acids grassos]

Una caracteristica genéetica que crida I'atencié i que és diana de moltes hipotesis i investigacions
és la diferéncia de prevalenga entre sexes en el TEA. La proporcié de persones afectades en
funcié del sexe és de 3 o 4 homes per cada dona'. Aquest mateix patrd apareix en I'aparicié
sobtada de ceguesa en la neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON) causada principalment
per mutacions homoplasmiques en 'ADNmt. Aproximadament el 90% de casos es produeixen
per una mutacié de 'ADNmt en algun dels tres punts ja descrits préviament i la majoria es
detecten a nivells homoplasmics. La perdua de visid es déna en aproximadament el 50% de
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portadors homes i en un 10% en portadores dones. El nombre de copies d’ADNmt sembla que
podria jugar algun paper en la penetrancia, ja que s’ha observat que els individus simptomatics

tenen menys copies d’ADNmt que els portadors asimptomatics de la mateixa mutacié?3

.Aquesta
proteccié aparent que aporta pertanyer al sexe femeni s’ha atribuit, entre d’altres hipotesis, al
receptor d’estrogens del mitocondri. L'estradiol activa el receptor d’estrogens mitocondrials que

incrementa les defenses antioxidants d’aquest organul®®.

En estudis amb ratolins s’ha vist que els que presenten nivells d’heteroplasmia, que duen a una
inhibicid dels gens relacionats amb la cadena de fosforilacié oxidativa, manifesten una reduccio
d’activitat, hiperexcitabilitat i afectacid greu en la memoria a llarg termini. En algunes mutacions
s’ha comprovat una interferéncia a nivell de migracié neuronal en el neurodesenvolupament.
Aix0 podria causar hiperexcitacid que clinicament es podria traduir en hiperexcitabilitat a
estimuls i en comportaments perseverants, ambdds associats a TEA. Aixi doncs, veiem que el
grau d’heteroplasmia pot generar gran variabilitat clinica. Per exemple, la mutacié a 'ADNmt
ARN¢t'U(YUR m 3243A>G en un nivell d’heteroplasmia de 20 al 30% s’ha relacionat amb TEA i amb
diabetis tipus IlI; de 50 al 90% s’ha associat a MELAS i al voltant de 90% d’heteroplasmia pot
causar la mort del nen'®”. S’ha vist que els fenotips de les malalties mitocondrials estan
determinats, en gran mesura, per canvis en l'estat d’expressié génica nuclear; essent aquest
capac de respondre i compensar, de manera limitada, les diferéncies en la capacitat

bioenergetica mitocondrial.

També s’ha observat en estudis amb ratolins amb alteracions genetiques que codifiquen gens
relacionats amb la cadena d’oxidacid fosforilativa i altres funcions mitocondrials com, sota estres
induit, tenen respostes sorprenents pel que fa els nivells plasmatics de corticosterona, glucosa i
catecolamines, aixi com en marcadors inflamatoris i nivells de factors de transcripcio
hipocampals. Per tant, es pot postular que els esdeveniments estressants podrien desencadenar

trastorns neuropsiquiatrics en individus amb una funcié mitocondrial compromesa®®.

4.2 Mitocondrii DI

Letiologia de la DI és molt diversa, com ja hem revisat previament. Cada cop s’han fet més
avengos en l'origen genetic d’aquest trastorn, que explicaria més del 50% de casos, i van des
d’anomalies cromosomiques numeériques i/o estructurals i variants de copia submicroscopica
fins a anomalies de metilacid i per defectes Unics en determinats gens'®®. Aquestes troballes

estan basicament centrades en 'ADNn. Ultimament perd, el focus s’ha traslladat també a
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ADNmt degut a I'elevada presencia de trastorns del metabolisme i de simptomes clinics que es
superposarien a la disfuncié mitocondrial associada a la DI. Per exemple, s’han detectat errors
en la CRM i en altres punts dels metabolisme mitocondrial en diversos trastorns que cursen amb

DI entre els que destaquen la sindrome de Down, la sindrome de Rett i el TEA9170,

citoplasma

espai intermembranés

+ . +  +  + o+ A .
L L, >C L i

<® \ & | LLb
l /o000e
OF an
P iu mi drial
m\/-}m matriu mitocondria woror o
DI (Sd. Down) DI (Sd. Rett) DI Sd. Rett DI (Sd. Down) DI (Sd. Rett)
DI (Sd. Rett) TEA TEA DI (Sd. Down)

TEA
Figura 18. Alteracié de complexes de la CRM en alguns TN. (Adaptat de Valenti et al. 2014%°)

4.3 Mitocondrii ESQ

Tot i que l'evidencia cientifica de la capacitat mitocondrial en ESQ no és tan forta com en TEA o,
fins i tot, en la DI, multiples estudis mostren resultats que apunten en aquesta direccid. Per
exemple, en cervells de persones amb ESQ s’ha identificat un increment de mutacions
d’ADNmt®. D’altra banda, en un model animal de la sindrome de delecié 22q11, que sovint
s’associa a ESQ, els gens de la cadena mitocondrial de transport d’electrons estan alterats®.
D’altra banda, es mostra 'augment de les proteines de les subunitats del complex | en el cortex
prefrontal de ratolins amb ESQ®2. També s’han recollit dades sobre alteracions en proteines
antiapoptotiques en cortex cerebral de pacients amb ESQ!! i s’han detectat polimorfismes en
gens de ’ADNmt, concretament a MT-ATP6, que codifiquen subunitats proteiques vitals per la
cadena de fosforilacié oxidativa i alguns estudis suggereixen que gens nuclears de risc per a ESQ

com DAOA o DISC1, poden afectar la funcié mitocondrial’2.

S’han descrit alteracions mitocondrials en alguns components cel-lulars i en cel-lules de pacients

amb ESQ com les plaquetes, un augment de l'activitat del complex [; limfocits activats, menor
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densitat mitocondrial; i cél-lules limfoblastoides amb menor funcié mitocondrial®?.

Diversos estudis cerebrals postmortem suggereixen que l'estructura o funcié mitocondrial esta
alterada en I'ESQ. S’ha observat una disminucié del volum mitocondrial en oligodendrocits,
menys mitocondris en el cos estriat i una hiperplasia dels mitocondris als botons presinaptics!’.
Altres estudis mostren menys nivells dARNm i de proteina de les subunitats complex | en
I'escorca prefrontal i I'estriat, aixi com un augment en les zones corticals parieto-occipitals'’2. De
totes maneres, queda per aclarir quins efectes pot tenir-hi la medicacié antipsicotica degut a la

seva inherent toxicitat mitocondrial.

Hi ha prou evidéencia per pensar que en I'ESQ hi ha déficits mitocondrials significatius que, tot i
semblar tenir una magnitud limitada, poden dur a un desenvolupament cerebral anormal i a

I'alteracié de la plasticitat sinaptica i de la connectivitat neuronal’.

citoquines
infamatories [ dopamina i glutamat ] |

Ve T

augment de
mutacions a ADNmt

altera l'expressio L) “-
de la transcripcié mt g’
i augment de ’

l'activitat de la CRM

alteracio de l'activitat de
Cl, Clli CIV de la CRM

disminucié de
nivels d'ATP

y

alteracio del
metabolisme de
I'energia al cervell

alteracio de

I'homeostasi
T o

0 ®
= lalliberament de CytC augment de les citoquines

estrogens

N-acgtilcisteina ~-.... : oI

P L proinflamatories
: minociclina ..
Pl alteracié enla

diferenciacié neuronal i ) -

. - neuroinflamacié
la plasticitat sinaptica \
v +— | neurogénesi alterada

v v I

neuroproteccié | ————————————1| Canvis neuroprogressius

vt
RISC D'ESQ

Figura 19. Sintesi dels mecanismes de disfuncié mitocondrial que duu a canvis neuroprogressius o de
neuroproteccié en ESQ. (Adaptat de Rajasekaran et al. 2015%7°) [mt: mitocondrial; ROS: Espécies reactives
d’oxigen; CytC: citocrom C]
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IV. HIPOTESI

D’acord amb el descrit en la introduccid hi ha evidéncies de disfuncié mitocondrial en els TN: el

trastorn de I'espectre autista (TEA), la discapacitat intel-lectual (DI) i I'esquizofrénia (ESQ).

Es per aixd que la hipotesi principal del present treball és que en els TN (TEA, DI i ESQ) existeix
una disfuncié mitocondrial que esta present en diversos teixits i 0rgans i pot estar associada a

alteracions en ’ADNmt.
| en aquest context, les hipotesis operatives d’aquesta tesi doctoral sén les seglients:

+* Les persones amb diagnostic de TEA, DI o ESQ presenten major freqliiéncia de CCAMMs
que els individus control.

+* Les persones amb diagnostic de TEA, DI o ESQ presenten un nimero de copies d’ADNmt
menor que els individus control.

+* Les persones amb diagnostic de TEA, DI o ESQ presenten mutacions patogéniques en el
seu ADNmt que no estan presents en individus control.

+» Els nivells de lactat en sang en pacients amb diagnostic d’ESQ s6n més elevats que en

individus control durant la realitzacié d’un exercici fisic d’intensitat moderada.
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V. OBJECTIUS

Els objectius que proposem per contrastar aquestes hipotesis sén:

1)

2)

3)

4)

Comparar la freqiéncia de CCAMMs entre persones amb diagnostic de TEA, DI o ESQ, i
individus control.

Comparar el nimero de copies d’ADNmt entre persones amb diagnostic de TEA, DI o
ESQ, i individus control.

Analitzar la seqiencia completa de '’ADNmt de pacients amb TEA, DI, ESQ i individus
control per tal de cercar variants patogéniques.

Comparar els nivells de lactat en sang entre pacients amb diagnostic d’ESQ i individus

control abans, durant i en finalitzar un exercici fisic d’intensitat moderada.
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VI.  RESULTATS i TREBALLS PUBLICATS

+* Publicacio 1:

Genetic and clinical evidence of mitochondrial dysfunction in autism spectrum disorder and
intellectual disability.

Alba Valiente-Palleja, Helena Torrell, Gerard Muntané, Maria José Cortés, Rafael Martinez-Leal,
Nerea Abasolo, Yolanda Alonso, Elisabet Vilella, Lourdes Martorell.

Human Molecular Genetics. 2018;27(5):891-900.
DOI: 10.1093/hmg/ddy009

+ Antecedents:
Determinades CCAMMs s’han descrit en persones amb TEA i/o DI. Aquest fet indica que la
disfuncié mitocondrial podria ser un mecanisme present en I'etiopatogenia d’aquests trastorns.
Aquest estudi ha investigat la preséncia d'aquestes CCAMMSs en un grup de pacients amb DI,
alguns dels quals, a més, complien criteris diagnostics de TEA (DI+TEA) i les ha comparat amb un
grup control. En aquests grups també s’ha comparat el nimero de copies dADNmt i en els dos
grups de pacients s’ha analitzat la seqiiéncia de ’ADNmt per identificar mutacions patogéniques.

/7

+* Aportacions:

Les persones amb DI i DI+TEA van mostrar una freqiiencia més alta d’algunes CCAMMs.
Concretament: restrenyiment, edema, convulsions, alteracions de la visid, estrabisme i
incontinencia d’esfinters. També vam reportar un menor contingut dADNmt en els dos gens
mitocondrials analitzats, MT-ND1 i MT-ND4, en els dos grups de pacients respecte al grup control.
Vam identificar 49 mutacions probablement patogéniques amb una heteroplasmia superior al
60%; 8 mutacions amb canvi de sentit localitzades en gens proteics, 29 en els ARNri 12 en ARNt.
Un 28'6% de pacients amb DI+TEA i un 30'5% de pacients amb DI presentaven, al menys, una
mutacié probablement patogénica a 'ADNmt.

/7

+» Aspectes a destacar:

Els dos grups de pacients van presentar, de forma significativa, una freqiiéncia més elevada de
determinades CCAMMs i un menor nimero de copies d’ADNmt en comparacié al grup control.
A més, es van detectar mutacions probablement patogeniques en 'ADNmt en un ndmero
significatiu de pacients. Aquests resultats aporten més evidencies de disfuncié mitocondrial en
TEA i DI.
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en parentesi, numero de participants portadors de la variant).
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Abstract

Clinical conditions commonly associated with mitochondrial disorders (CAMDs) are often present in autism spectrum
disorders (ASD) and intellectual disability (ID). Therefore, the mitochondrial dysfunction hypothesis has been proposed as a
transversal mechanism that may function in both disorders. Here, we investigated the presence of conditions associated with
mitochondrial disorders and mitochondrial DNA (mtDNA) alterations in 122 subjects who presented ASD with ID (ASD group),
115 subjects who presented ID but not ASD (ID group) and 112 healthy controls (HC group). We assessed in the three study
groups the presence of the clinical conditions through a questionnaire and the mtDNA content of two mitochondrial genes,
MT-ND1and MT-ND4, by qPCR.The mtDNA sequences of 98 ASD and 95 ID subjects were obtained by mtDNA-targeted next
generation sequencing and analysed through the MToolBox pipeline to identify mtDNA mutations. Subjects with ASD and ID
showed higher frequencies of constipation, edema, seizures, vision alterations, strabismus and sphincter inconti- nence than
HCs subjects. ASD and ID subjects showed significantly lower mtDNA content than HCs in both MT-ND1 and MT- ND4 genes.
In addition, we identified 49 putative pathogenic variants with a heteroplasmy level higher than 60%: 8 missense, 29 rRNA and
12 tRNA variants. A total of 28.6% of ASD and 30.5% of ID subjects carried at least one putative pathogenic mtDNA mutation.
The high frequency of CAMDs, the low mtDNA content and the presence of putative pathogenic mtDNA mutations observed
in both ASD and ID subjects are evidence of mitochondrial dysfunction in ASD and ID.
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Introduction

Autism spectrum disorders (ASDs) are a group of severe neuro-
developmental disorders with an onset in the early stages ofde-
velopment. People affected by ASD tend to suffer persistent
deficits communication,
stricted or repetitive patterns of behavior, interests, or activities
(1). The median worldwide prevalence of ASD is 1-2%, and a
similar prevalence is reported in the dataset of adults only (2).
Intellectual disability (ID) is characterized by both intellectual
and adaptive functional deficits in conceptual, social and practi-
cal domains, affecting 2—3% of the population (3). The onset of
ID occurs during the developmental period. Both ASD and ID are
strongly associated and show a high comorbidity (2,4). In chil-
dren, 18 to 70% of patients with ASD also present ID and up to
40% of subjects with ID also present ASD (5,6). In adulthood, ap-
proximately one-fifth of subjects with ASD are diagnosed with
1D (7).

ASD also occurs with other frequent medical comorbidities,
such as epilepsy, sensory abnormalities, motor deficits, sleep
abnormalities, gastrointestinal disturbances, feeding and nutri-
tional problems, metabolic syndrome and immune conditions
(7-9). In fact, more than 70% of subjects with ASD have
concurrent medical, developmental or psychiatric disorders (2).
Interestingly, many of the above mentioned clinical characteris-
tics are conditions that are commonly associated with mito-
chondrial disorders (CAMDs). Mitochondrial disorders comprise
a collection of individual rare syndromes produced by defects in
either the mitochondrial DNA (mtDNA) or nuclear DNA that
result in mitochondrial dysfunction. Impaired mitochondria af-
fect most organ systems to different extents, producing a wide
spectrum of phenotypes; however, little is known about the cas-
cade of events involved in such diverse, rare syndromes (10,11).

in social social interaction and re-

Interestingly, mitochondrial dysfunction has been described in
both subjects with ASD (12,13) and ID (14) and has been sug-
gested as a possible neurobiological subtype of ASD (15).

Mitochondria are key organelles required for energy produc-
tion, and their proper function is therefore crucial for tissues
with a high metabolic demand, such as the nervous system.
Mitochondria have their own genome, known as mtDNA, which
comprises a 16 569-bp, double-stranded, maternally inherited,
circular molecule that contains the genetic information neces-
sary for the synthesis of 13 essential polypeptides in the mito-
chondrial respiratory chain (16). Unlike nuclear DNA that is only
present in two copies per cell, the mtDNA content varies, de-
pending on the energy requirements. Each mitochondrion may
present 2 to 10 mtDNA molecules, and each cell can contain
several mitochondria (17). Interestingly, the mtDNA content is
related to anthropometric indices (18) and has been proposed as
a biomarker of mitochondrial dysfunction involved in condi-
tions such as diabetes, obesity, cancer, HIV complications, aging
(19) and autism (20).

The genetic architecture of ASD and ID is complex, with sev-
eral types of genetic variants known to be associated with both
conditions, although many of the genetic factors are unknown
(3,4). Furthermore, despite the evidence of mitochondrial dys-
function in subjects with ASD and ID, the study of mtDNA has
been neglected even it may contribute to the genetic bases of
both conditions. Therefore, we tested the hypothesis that, in
adulthood, CAMDs comorbidity is frequently present in ASD and
ID compared with a control group. In addition, we investi- gated
whether alterations in the mtDNA sequence were present in
ASD and ID and whether the mtDNA content in ASD and ID
cases differed from controls.

Results
CAMDs

We compared the frequency of CAMDs among the three groups
(Table 1). Constipation, edema (referred to as venous insuffi-
ciency and other venous alterations), seizures, vision alter-
ations, strabismus and sphincter
frequent in the ASD group than in the HC group. All these condi-
tions were also more frequent in the ID group than in the HC
group. Other factors, such as temperature changes, diabetes,
hypertension and cancer, were also more frequent in the ID
group than in the HC group, but did not reach statistical signifi-
cance. Conditions present in less than 5% of subjects that were
not reported in the ASD and ID groups are: headache, migraine,

incontinence were more

diarrhea, abdominal pain, nausea, kinetosis, severe fatigue, fi-
bromyalgia, dysautonomia, arthritis, muscular weakness, deaf-
ness, stroke, heart disease, hypercholesterolemia, kidney
disease, hypoglycemia, and hypothyroidism.

mtDNA copy number

The mtDNA copy number, namely, the number of mtDNA mole-
cules per white blood cell, differed among the three study
groups (ASD, ID, and HC). Age, BMI and the number of cigarettes
smoked per day were correlated with the mtDNA copy number;
therefore, these factors were included as covariates in the gen-
eral linear analysis comparing the mtDNA content between
groups. The mtDNA copy number measured using either the
MT-ND1 or the MT-ND4 genes was lower in the ASD and ID
groups than in the HC group and was also significantly lower in
the ID group than in the ASD group (Fig. 1). The deletion ratio
was higher in both the ASD and ID groups than in the HC group,
although significant differences were only present when the HC
and ASD groups were compared.

Putative pathogenic mtDNA variants

Among the 193 sequenced subjects, MToolBox (21) identified
664 variants of clinical interest. After applying the selection cri-
teria for pathogenicity prediction, we identified 57 (29.5%) sub-
jects who carried 49 putative pathogenic variants, with a
heteroplasmy level < 60%. In the ASD group, 28 subjects carried
37 variants, whereas 29 subjects in the ID group carried 28 vari-
ants (Table 2). Notably, 11 variants were present in more than
one subject and 12 subjects carried more than one putative
pathogenic variant.

Non-synonymous variants

In the present study, eight non-synonymous variants fulfilled
the cut-off prioritization criteria previously described as path-
ogenic. All were missense variants, none of them have been
previously associated with a disease or health condition and,
notably, three of them were not previously reported: m.8663A
> Cand m.8936T > Ainthe MT-ATP6 gene and

m.15597T > Cinthe MT-CYB gene.

rRNA variants

We identified 29 putative pathogenic rRNA variants based on
the criterion of nucleotide variability < 0.0097 and a hetero-
plasmy level higher than 60%. All variants, with the exception of
m.2398A > G, have been previously reported. Interestingly,
two of the 29 variants were reported to be associated with
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Table 1. Percentage of subjects in the three study groups presenting conditions commonly associated with mitochondrial disorders (CAMD s)

Conditions HC ASD 1D Statistics
n 112 n 122 n ' 115
Compared groups V2 P
Specific conditions with frequency >5% in the study groups
Constipation 17.0 73.8 57.4 HC vs. ASD 75.403 <0.001
HC vs. ID 38.496 <0.001
ASD vs. ID 7.060 0.008
Edema 3.6 15.6 27.8 HC vs. ASD 9.357 0.002
HC vs. ID 24.478 <0.001
ASD vs. ID 5.262 0.021
Seizures 0 63.9 42.6 HC vs. ASD 107.059 <0.001
HC vs. ID 59.918 <0.001
ASD vs. ID 10.820 0.001
Vision alterations 5.4 18.0 33.9 HC vs. ASD 8.762 0.003
HC vs. ID 28.458 <0.001
ASD vs. ID 7.810 0.005
Strabismus 1.8 10.7 13.0 HC vs. ASD 7.647 0.006
HC vs. ID 10.268 0.001
ASD vs. ID 0.328 0.567
Sphincters incontinence 0 66.4 31.3 HC vs. ASD 113.400 <0.001
HC vs. ID 40.994 <0.001
ASD vs. ID 29.160 <0.001
Other conditions grouped into organ systems
Nervous system 15.2 100 100 HC vs. ASD 174.207 <0.001
HC vs. ID 167.747 <0.001
ASD vs. ID — —
Gastro-intestinal 4.5 5.7 1.7 HC vs. ASD 0.195 0.659
HC vs. ID 0.646 0.422
ASD vs. ID 1.612 0.204
Cardio-vascular 29.5 13.9 32.2 HC vs. ASD 5.287 0.021
HC vs. ID 0.195 0.659
ASD vs. ID 11.194 <0.001
Musculo-skeletal 2.7 0 0 HC vs. ASD — —
HC vs. ID — —
ASD vs. ID — —
Endocrine 12.5 8.2 17.4 HC vs. ASD 1.175 0.278
HC vs. ID 0.071 0.790
ASD vs. ID 4.527 <0.033
HC: healthy controls; ASD: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability.
Significant differences are indicated in boldface.
MT-ND1 MT-ND4 Deletion ratio
* ok % * ok ok n.s.
401 I * — 1 40 I 1 1.8 T % s 1
s T — 351 —
: 1 T
30- - 304 e
251 I - 251 :l:
T
20 201 -
-
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Figure 1. Estimated marginal means of the MT-ND1 and MT-ND4 genes and the deletion ratio in the three study groups. HC: healthy controls; ASD: autism spectrum dis-

order; ID: intellectual disability; n.s.: not significant; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

disease in MITOMAP: m.1537C > T was reported to be associated
with maternally inherited or aminoglycoside-induced deafness,
and the subject bearing this mutation actually suffered from
this condition; and m.1555A > G was confirmed to be associated
with deafness in MITOMAP, ClinvVar and OMIM (http://omim.
org/entry/561000#0001). However, only the oldest of the three
subjects presenting the variant showed deafness (Table3).

tRNA variants

We identified 12 putative pathogenic tRNA variants, four
of them have been previously associated with several con-
ditions; deafness, Alzheimer’s disease, hypertension and
visual loss were present in some study subjects, but mi-
tochondrial myopathy and failure
(Table 3).

respiratory was not
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Table 2. Putatively pathogenic variants present in the study sample

N Variant AA change Freq. dbSNP ID Samples Locus Homo/ Disease
heteroplasmy score

Non-synonymous variants

1 m.8663A>C Q46P 0 D074 MT-ATP6 0.79 0.889
2 m.8936T>A L137H 0 A003, ID009, ID036, ID0O55, ID069, 0.60-0.97 0.855
D073, 1D074, 1D104, ID112

3 m.11039C>T L94F 0 D071 MT-ND4 0.99 0.702

4 m.11268C>T T170l 0.0010 A095, IDO15 1 0.739

5 m.13855C>A L507M 0 ID070 MT-ND5 1 0.686

6 m.15132T>C M129T 0.0002 A117 MT-CYB 1 0.821

7 m.15482T>C S246P 0 D038 1 0.559

8 m.15597T>C V284A 0 A059 1 0.581
rRNA variants

1 m.680T>C 0.0006 A099 MT-RNR1 1

2 m.720T>C 0 AO070 0.99

3 m.736C>T 0 IDO57 1

4 m.851A>G 0 rs28502491 A092, IDO11 0.96-1

5 m.870C>T 0.0005 ID116 1

6 m.1007G>A 0.0010 rs111033213 AO051 0.99

7 m.1120C>T 0.0005 rs727505171 D007 1

8 m.1211G>A 0.0010 rs397515725 A063, A095, ID015, ID042 1

9 m.1303G>A 0.0023 A021 1

10 m.1537C>T 0.0003 D108 1

11 m.1555A>G? 0.0032 rs267606617 A043, A054, 1D018 0.99-1

12 m.1717T>C? 0.0007 ID076 MT-RNR2 1

13 m.1821A>G 0.0008 D105 1

14 m.1834T>C 0.0007 A078, A089, A156 1

15 m.2141T>C 0.0031 D112 1

16 m.2222T>C 0 ID061, ID087 1

17 m.2223A>G 0 D038 1

18 m.2234C>T 0 ID017 1

19 m.2244T>G 0 D011 1

20 m.2398A>G 0 A068 1

21 m.2407T>C 0 1D024 1

22 m.2524A>C 0.0001 A096 1

23 m.2702G>A 0.0020 A067 1

24 m.2746T>C 0.0005 rs28663331 A090 1

25 m.2775A>G 0 ID061, ID087 1

26 m.2792A>C 0.0001 AO57 1

27 m.2969A>G 0.0002 ID065 1

28 m.3203A>G 0.0009 IDO55 1

29 m.3213A>G? 0.0003 A098 1
tRNA variants

1 m.4310A>G 0.0008 D085 MT-TI 1

2 m.4336T>C 0.0220 rs41456348 A059, ID004 MT-TQ 0.98-1 0.4

3 m.4388A>G 0.0002 rs375986475 ID036 MT-TQ 1

4 m.4435A>G? 0.0010 A079, ID037 MT-TM 0.95-1 0.35

5 m.5605A>G 0.0003 A152 MT-TA 1

6 m.10007T>C 0.0010 rs201906571 A009 MT-TG 1

7 m.12142A>G? 0.0001 A125 MT-TH 1

8 m.12193A>G 0 A084 1

9 m.14684C>T 0.0009 A003 MT-TE 1

10 m.14687A>G 0.0098 rs200189658 D112 1 0.65

11 m.15913C>T 0.0003 IDO65 MT-TT 0.99

12 m.15946C>T 0.0032 rs202014122 A014, A045 0.99-1

N: nucleotide; AA: amino acid; Freq. frequency; dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism data base; A: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; MT: mito-
chondrial; CO1: cytochrome c oxidase subunit 1; ATP6: ATP synthase subunit 6; ND3: NADH dehydrogenase subunit 3; CYB: cytochrome b; RNR1: 12S ribosomal RNA;
RNR2: 16S ribosomal RNA; TF 4 tRNA-Phenylalanine; Tl 4 tRNA-Isoleucine; TQ 4 tRNA-Glutamine; TM 4 tRNA-Metionine; TA 4 tRNA-Alanine; TD: tRNA-Aspartic acid;
TG 4 tRNA-Glycine; TH 4 tRNA-Histidine; TE 4 tRNA-Glutamic; TT 4 tRNA-Threonine.

®Reported by Wang et AL. (36).

Freauency of the variants was retrieved from 8686 complete European human genomes present in HmtDB in Julv 2017 (44).
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Table 3. Clinical characteristics reported to be associated with mtDNA variants present in the study sample
Variant Locus Heteroplasmy  Subjects Age Gender Deafness Migraine AD/PD Hypertension Visualloss MMRF
m.1537C>T MT-RNR1 1 ID108 60 M + NE — — — —
m.1555A>G MT-RNR1 1 1D018 33 M = NE — - + -
1 A043 43 F — NE — — — —
1 A054 54 F + NE — — — —
m.4336T>C MT-TQ 0.98 AO059 38 M - NE — + — —
1 D004 63 F = NE + — - -
m.4388A>G MT-TQ 1 1D036 36 F - NE — + — —
m.4435A>G MT-TM 1 1D037 40 F — NE — + — —
0.96 A079 39 M — NE — + = —
m.14687A>G MT-TE 1 D112 21 M — NE — + + —

ID: intellectual disability; A: autism spectrum disorder; M: male; F: female; NE: not evaluable; AD: Alzheimer’s disease; PD: Parkinson’s disease; MMRF: Mitochondrial

Myopathy and Respiratory Failure; MT: mitochondrial; RNR1: 12S ribosomal RNA; TQ: tRNA-Glutamine; TM: tRNA-Metionine; TE /4 tRNA-Glutamic acid.

Plus (p) or minus (—) symbol indicates the presence or absence of the clinical characteristic in the study subject.

Reported clinical conditions with each variant are shaded: 1537 C > T, deafness (MITOMAP); 1555 A > G, maternally inherited or aminoglycoside-induced deafness
(MITOMAP); 4336 T > C, AD and PD, hearing loss and migraine (MITOMAP), sensorineural deafness and migraine (ClinVar and OMIM); 4388 A > G, possible hypertension
factor (MITOMAP); 4435 A > G, hypertension and modifying factor of Leber’s hereditary optic neuropathy phenotype (MITOMAP); 14687 A> G, MMRF (MITOMAP).
Other conditions not reported to be associated with the variants but present in the study subjects: epilepsy (ID108, A043, A054, A059, ID004, ID112); constipation (ID018,
A043, A054, A059, ID036, ID037, ID112); cardiac disease (A059, ID004) and diabetes (ID112).

mtDNA variants of uncertain significance

In addition, we have identified other putative pathogenic vari-
ants with a heteroplasmy percentage < 60% (Supplementary
Material, Table S1). Furthermore, several variants were also
present in subjects with ASD and ID. Among them, it is worth
mentioning variants located in the MT-D-LOOP and MT-ORIL
non-previously reported or with low nucleotide variability
(Supplementary Material, Table S2). Some variants have previ-
ously been reported to be associated with various conditions in
MITOMAP (Supplementary Material, Table S3), although they
did not fulfill the selection criteria for identification as puta-
tively pathogenic using the MToolBox priorization criteria.

Each ASD and ID subject was assigned to a European mito-
chondrial haplogroup (Supplementary Material, Table S4).
The frequencies of the most common haplogroups in the two
study groups, ASD and ID, did not differ from the reported fre-
quencies in healthy subjects (data not shown) selected from a
population-based sample in the same geographic region (22).
Furthermore, putative pathogenic variants were not specific for
a single haplotype, as we observed the following ratios of puta-
tive pathogenic variants within a haplogroup/number of total
subjects within the same haplogroup: 23/91H, 3/18J, 2/12K, 2/5L,
2/4M, 2/3N, 7/16T, 13/32U, 2/10V and 1/6W.

Datasets of mtDNA sequences and clinical data from partici-
pants are available at the European Genome-phenome Archive
(EGA, https://ega-archive.org) with the study reference number
EGAS00001002750.

Discussion
CAMDs

Few studies have been performed on the physical health of
adults with ASD, although some medical comorbidities that are
present in infancy persist into adulthood (9,23). Subjects withID
experience more extensive psychiatric and behavioral disorders
and other medical conditions in addition to visual, dental and

different percentages of ID among study subjects (7,25). In the
present study, we identified constipation, edema, seizures, vi-
sion alterations, strabismus and sphincter incontinence as the
most prevalent comorbid conditions present in both subjects
with ASD and ID compared with HCs. Constipation, seizures and
sphincter incontinence were also more prevalent in sub- jects
with ASD than in subjects with ID, whereas edema and vi- sion
alterations were more prevalent in subjects with ID than in
subjects with ASD. Notably, in our study subjects with ID were
on average 12 years older than subjects with ASD, and, there-
fore, we cannot exclude the possibility that edema and vision
alterations were more prevalent in subjects with ID because
they were older. Moreover, ID was more severe in patients who
fulfilled the criteria for ASD than in subjects who did not, and,
therefore, the high percentage of subjects presenting constipa-
tion, seizures and sphincter incontinence may be associated
with the severe ID rather than ASD.

mtDNA copy number

We analysed MT-ND1 and MT-ND4, two of the seven mtDNA-
encoded genes of complex |. Both subjects with ASD and ID pre-
sented lower MT-ND1 and MT-ND#4 contents than HC subjects,
indicating that the number of mtDNA copies was reduced in
subjects with ASD and ID compared with that in HCs. Previous
studies conducted in peripheral blood cells from children with
ASD have reported an elevated mtDNA copy number compared
with that in healthy children (26) and unaffected siblings (27).
Notably, all these studies were conducted in children, whereas our
study was conducted in adult subjects. The peripheral blood
mtDNA content is associated with sex and age and is
by several variables, such as platelet and white blood cell counts
and estroprogesterone intake (28). Regarding age, the mtDNA
content increases until the fifth decade of life and then declines in
older subjects (28). In the present study, we compared the mtDNA
content after correcting for covariates that correlate with the
mtDNA content, and we conclusively identified lower mtDNA

influenced

hearing problems (24). However, the percentages of comorbid content in subjects with ASD and ID than in HCs. The low
conditions in ASD and ID studies vary, depending on the meth- peripheral blood mtDNA content in ASD and ID suggests a
odology of the study, and are often difficult to compare. Even transversal mitochondrial dysfunction that can affect several
among ASD studies, the results are difficult to compare due to tissues.
1.
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Regarding the deletion ratio, which is directly related to the
presence of the common deletion, we observed that patientswith
ASD exhibited significantly higher ratios than HCs. Therefore, the
common deletion was more frequent in the ASD group than in
the HC group. We included all the confounding factors in the
analysis, and significant differences were only observed for the
ASD group. In a study that included 10 children with ASD, dele-
tions of the MT-ND4 gene were reported in five subjects, and the
deletion ratio was higher in 2 of 10 children (29).

mtDNA variants

Mitochondrial function, structure and cell size are altered by
mtDNA heteroplasmy (30). Since the disease manifests at the
heteroplasmic threshold in the range of 0.60 to 0.95 for most
pathogenic mutations (31), we selected putative pathogenic var-
iants exhibiting heteroplasmy levels higher than 60%. The pre-
sent study identified that 26.6% of ASD patients and 30.5% of ID
subjects had a putative pathogenic mutation suggesting that
part of the genetic risk factors involved in ASD and ID can be lo-
cated in mtDNA. Mitochondrial dysfunction and mtDNA impli-
cations have been broadly proposed in the etiology of ASD,
however, only a few studies have analysed the mtDNA se-
quence in subjects with ASD (32-35). Recently, Wang et AL. pri-
marily compared the mtDNA sequence between children with
ASD and their non-autistic siblings and identified that predicted
pathogenic mutations conferred an increased risk of ASD. In ad-
dition, this risk was most pronounced in families with probands
who exhibited a diminished intelligence quotient and/or im-
paired social behavior (36). The authors used whole-exome se-
quencing, unlike our study that performed mtDNA-targeted
deep sequencing, and therefore, we obtained a higher mean
deep coverage of 512X than the 141X coverage obtained in the
previous study. Additionally, we analyse the mtDNA data using
the MToolBox phylogeny-based prioritization workflow which
uses the mtDNA sequences from 14 144 healthy individuals to
select the variants that are more likely to be pathogenic (37).
Most of the putative pathogenic variants we identified have not
been previously been associated with ASD, with the exception
of m.1555A> G, MT-RNR1; m.1717T > C, MT-RNR2; m.3213A > G,
MT-RNR2; m.4435A > G, MT-TM and m.12142A > G, MT-TH that
were identified by Wang et AL. Each variant was present in a
unique family; however, high-confidence heteroplasmic data
were not reported for all three members in four out the five vari-
ants, and only 1717T>C, 4435A> G and 12142A> G were re-
ported in ASD patients while no data were available for the
other two variants. Regarding ID, our study is the first to analyse
the entire mtDNA of subjects with ID using next generation se-
quencing via mtDNA-targeted deep sequencing. We reported a
large number of putative pathogenic mtDNA variants; however,
we could not confirm that all variants were implicated in ID or
ASD because pathogenicity must be demonstrated by functional
studies. In addition, high percentages of pathogenic mtDNA
mutations have been described in the general population.
Approximately one in 200 healthy subjects carries a pathogenic
mtDNA variant; however, the heteroplasmy levels were less
than 0.60 (38). Recently, the analyses of the 1000 Genomes
Project have identified that 20% of subjects harbor heteroplas-
mies reported to be implicated in disease although positions
with heteroplasmy levels larger than 0.60 showed a reductionin
pathogenicity (39). The present study identified that one in four
subjects with ASD or ID carry a pathogenic mtDNA variant with
heteroplasmy > 0.60. Therefore, in addition to the known
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nuclear genetic alterations involved in ASD and ID, we identi-
fied mtDNA variants that may contribute to the genetic archi-
tecture of both clinical conditions.

It is worth mentioning that six variants present in four sub-
jects with ASD (4%) and six subjects with ID (6%) have previously
been associated with clinical conditions; all variants were present
in rRNA and tRNA genes and had heteroplasmy levels higher
than 0.95. Some of the clinical conditions were present in the
subjects, whereas others were not. For example, the m.4336T> C
has been reported to be associated with Alzheimer’s disease, and
one of the two carriers, who was 63 years old, suffered from
this condition. We cannot exclude the possibility that the other
subject may develop the disease in the future, since at the time
of the study this subject was 38 years old. Similarly, the
m.1555A> G variant is associated with deafness, and the oldest
subject of the three carriers was deaf, whereas the other two
younger subjects were not. These two patients are predisposed to
aminoglycoside-induced ototoxicity, and, therefore, aminoglyco-
side treatments must be avoided. Regarding tRNA variants, they
are reported in MITOMAP as ‘possibly benign’ or ‘likely benign’
based on database frequencies, nature of the nucleotide change
and conservation score. However, clinical history, heteroplasmy
data or functional studies are not included in retrieving tRNA
pathogenicity scores and, therefore, they should be further evalu-
ated to discard pathogenicity.

Much additional work is needed to elucidate the role of puta-
tive pathogenic mtDNA mutations in mitochondrial function and
todeterminewhetherthesevariantsarerelatedto ID, ASD,and/or
CAMD:s. A limitation of the present study is that some of the rare
rRNA and tRNA variants for which RNA disease scores are not yet
available may be specific to our population and not related with
clinical conditions. Finally, we studied ASD subjects with concur-
rent ID because our sample was obtained from institutionalized
subjectswho presented with low-functioning ASD. Therefore, our
results should not be generalized to all subjects with ASD, al-
though they may be generalized to subjects with ID.

In summary, our study identified 1) a high frequency of condi-
tions commonly associated with mitochondrial disorders that oc-
curred concomitantly with 2) low mtDNA content and 3) the
presence putative pathogenic mtDNA mutations in subjects with
ASD and ID. Based on these findings, subjects with ASD and ID
may present mitochondrial dysfunction. Future research will eluci-
date whether the screening for mtDNA alterations in ASD and ID
can be as appropriate as the screening for nuclear DNA alterations.

Materials and Methods
Study design

In this cross-sectional study, DNA samples and clinical
data from adult Caucasian white subjects recruited at the
Intellectual Disability and Developmental Disorders Research
Unit of the Group Pere Mata in Reus (www.peremata.com,
Catalonia, Spain) and from adult healthy controls were ana-
lysed. All participants were over 18 years old. Informed written
consent was obtained from the relatives or other legal guard-
ians of all institutionalized subjects and from healthy individ-
uals. The Ethical Committee of Hospital Sant Joan de Reus

approved the study.

Participants

The sample consisted of three groups: 122 subjects with a se-

vere or profound intellectual disability who fulfilled the
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diagnostic criteria for autism spectrum disorders (ASD), 115 sub-
jects with a severe or profound ID who did not fulfill the diag-
nostic criteria for ASD, and 112 healthy controls (HCs) (Table 4).
ASD and ID were diagnosed according to the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition, Text
Revision (DSM-IV-TR) criteria. The ASD diagnosis was confirmed
using the Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R) (40). The
Childhood Autism Rating Scale (CARS) (41) was used to measure
autism severity in the ASD group and to explore autism features
in the ID group. Given the difficulty in diagnosing ASD in per-
sons with a severe and profound intellectual disability, only pa-
tients showing both evaluations (DSM-IV-TR and ADI-R) positive
were included in the ASD group.

Clinical data

ASD and ID

A trained psychiatrist reviewed the clinical record of each par-
ticipant to collect sociodemographic, anthropometric, medica-
tion use, family history and neurodevelopment features. In
conjunction with the referring physician of each participant,
the psychiatrist completed a questionnaire focused on CAMDs,
which are divided into the following categories: migraine head-
aches, peripheral neurovascular disorders, gastrointestinal dys-
motility, neurological disorders, cardiac abnormalities, skeletal
muscle disorders, endocrine disorders, and constitutional disor-
ders. The same questionnaire has been used in previous studies
to identify maternal inheritance in disorders with presumed

Table 4. Characteristics of the sample
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mitochondrial dysfunction (42—44) and the presence of clinical
features associated with mitochondrial disorders among rela-
tives of patients with schizophrenia (45). Some conditions pre-
sent in the questionnaire, such as questions regarding
headache, migraine or fatigue, could not be properly assessed
because of the severity of the ID of the subjects.

HCs

The same psychiatrist who obtained data from subjects in the
ASD and ID groups collected sociodemographic, anthropometric
and family history data, and completed the CAMDs question-
naire for HCs. Participants who had no personal, first- or
second-degree relatives with antecedents of severe mental dis-

orders were selected for inclusion in the control group.

DNA extraction

Total DNA was obtained from peripheral blood mononuclear cells
from fasting subjects using the Gentra” PureGene reagent (Qiagen,
Barcelona, Spain), according to the manufacturer’s instructions.
DNA concentrations were quantified using a NanoDrop spectro-
photometer (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain).

mtDNA-targeted next generation sequencing

The entire mtDNA was amplified using three pairs of mtDNA-
specific primers that produced three overlapping PCR

HC ASD ID Compared groups Statistics
N 4112 N 4122 N 4115
Gender
Male, N (%) 50 (44.6) 80 (65.5) 74 (64.3) HC vs. ASD V2410.4; P50.001
Female, N (%) 62 (55.4) 42 (34.4) 41 (35.7) HC vs. ID V2413.0; P50.003
ASD vs. ID v2'/0.1; P'/40.843
Age in years (mean, SD) 42.4(11.4) 40.7 (8.3) 52.1(12.4) HC vs. ASD t/41.3; P'/40.194
HC vs. ID t/4—6.1;P<0.001
ASD vs. ID t'/4—8.3; P<0.001
BMI in kg/m?(mean, SD) 24.1(3.1) 25.1(4.9) 27.3(5.5) HC vs. ASD t/4—1.7; P'/40.086
HC vs. ID t'/4—5.4; P<0.001
ASD vs. ID t'4—3.3;p<0.001
Tobacco consumption in ¢/d, (mean, SD) 3.2(6.5) 0.2(1.2) 0.8(3.4) HC vs. ASD t'4.9; P<0.001
HC vs. ID t'3.4; P50.001
ASD vs. ID t/4—2.1;P50.041
Chromosomal alterations, N (%) - 37(30.3) 10 (8.7) ASD vs. ID v2'/17.7; P<0.001
ID Severity
Severe, N (%) 16 (13.1) 69 (60%) ASD vs. ID V21/455.3; P<0.001
Profound, N (%) 106 (86.9) 46 (40%)
CARS score (mean, SD) - 42.6 (5.9) 21.8 (4.4) ASD vs. ID t428.9; P<0.001
Treatment, N (%)
Antipsychotic - 66 (54.1) 64 (55.6) ASD vs. ID v240.1; P'/40.810
Anticholinergic - 16 (13.1) 17 (14.8) v2'0.1; P'/40.711
Benzodiazepines - 72 (59.0) 61 (53.0) v2'/40.9; P'/40.354
Antidepressant - 11(9.0) 18 (15.7) v2'42.4; P'/40.119
Antiepileptic - 50 (41.0) 33(28.7) v2/3.9; P50.047
Mood stabilizers - 57 (46.7) 49 (42.6) v2'/0.4; P'/40.525
Antihypertensive - 2(1.6) 13 (12.7) v21/49.3; P50.002
Analgesics - 15 (12.3) 21 (21.3) v2Y41.6; P'/%40.201
Laxative - 51 (41.8) 61 (53.0) v2'/43.0; P'/40.083
Antithyroid - 2(1.6) 4(3.5) v20.8; P'/40.368

HC: healthy controls; ASD: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; N: number of cases; BMI: body mass index; c¢/d: cigarettes smoked per day; CARS:

Childhood Autism Rating Scale.

Significant differences are indicated in boldface.
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fragments; A: 6928 base pairs (bp), positions 569-7497; B: 7050
bp, positions 5061-12 111; and C: 6867 bp, position 11 107-1405.
Long-range PCR was performed using 10 ng of DNA with Expand
Long Range dNTPack (Roche, Barcelona, Spain), and the PCR
products were purified using the QlAquick PCR Purification kit
(Qiagen, Barcelona, Spain), according to the manufacturer’s in-
structions. Nineteen blood samples from the ASD group and 15
blood samples from the ID group were discarded, as they did
not amplify any of the mtDNA fragments. Finally, the three PCR
fragments from each individual were mixed in equimolar ratios,
and each sample was prepared for sequencing in an lon Torrent
Personal Genome Machine (PGM, Fisher Scientific, Madrid,
Spain), according to the manufacturer’s user guide. Seven mul-
tiplexed sequencing runs (32 samples per run) were performed
on lon 316 chips (Fisher Scientific, Madrid, Spain). After filtering,
sequences from five subjects with ASD and five subjects with ID
were discarded because of low-quality reads. We obtained an
average of 60 000 high-quality reads from 98 subjects with ASD
and 95 subjects with ID that were analysed using MToolBox (21)
that assembles mtDNA starting from NGS data, assigns hap-
logroup and prioritizes mtDNA variants of clinical interest ac-
cording to Santorsola et AL (37) for non synonymous variants
and Diroma et AL (46) for rRNA and tRNA variants. Briefly, using
14 144 complete sequences from healthy individuals available
in HmtDB (47), the process reports rare or private variants, the
nucleotide variability, a disease score based on several predic-
tors of pathogenicity for non-synonymous variants and an RNA
pathogenicity prediction for rRNA and tRNA variants based on
published data (37,46). Finally, information about the variants
associated with clinical outcomes present in MITOMAP (www.
mitomap.org), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/),
OMIM (https://omim.org) and dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/SNP/) was obtained through MToolBox, together with data
on homoplasmy and heteroplasmy (homoplasmy refers to a cell
that has a uniform collection of mtDNA—either completely nor-
mal mtDNA or completely mutant mtDNA—and heteroplasmy
refers to a cell with different proportions of normal and mutant
mtDNA). Regarding heteroplasmy, we set the cut-off to 0.1, and

therefore, variants with low levels of heteroplasmy (< 10%) were
not reported. The mean coverage obtained was 512. Variants

are reported according to the revised Cambridge Reference
Sequence (rCRS) of the human mtDNA, GenBank sequence
NC_012920 gi: 251831106.

Selection criteria for the pathogenicity prediction

Non-synonymous variants

We selected putative pathogenic non-synonymous variants that
fulfilled the two cut-off prioritization criteria described by
Santorsola et AL., (37) diseases score > 0.4311 and nucleotide vari-
ability < 0.0026. The disease score is based on the weighted mean
of the probabilities that an amino acid substitution may affect
gene/protein function provided by the pathogenicity predictors
SIFT, Polyphen-2, MutPred, SNPs&GO, PhD-SNP and PANTHER.

rRNA and tRNA variants

The RNA prediction score retrieved by MToolBox was based on
published data, and the pathogenic range was established be-
tween 0.35 and 1 (46). Thus, variants that have not previously
been associated with diseases have no RNA prediction score.
Based on our results, we selected putative pathogenic rRNA or
tRNA variants presenting an RNA prediction score < 0.35 or a
nucleotide variability < 0.0097.

Heteroplasmy level

For most of the described pathogenic mutations, the disease
manifests when the heteroplasmic threshold ranges from 0.60
to0 0.95, depending on the mutation and cell type (31). Therefore,
we only considered variants that presented heteroplasmy levels
higher than 60% as putatively pathogenic.

Quantification of the mtDNA copy number

We measured the mtDNA content in total DNA using quantita- tive
real-time PCR (gPCR). Two mtDNA regions were selected as target
regions: MT-ND1 and MT-ND4 genes. Nuclear RPPH1 (cor-
responding to the RNase P enzyme), a single-copy nuclear gene,
was selected as the reference gene. The mtDNA content was
calculated for each sample and region using the 2% method (DCq
4 Cq of the mitochondrial gene—Cq of the reference gene). The
mtDNA content was calculated as the ratio between the number
of copies of the mitochondrial genome and the number of copies
of the nuclear genome (MtDNA/nDNA). MT-ND1 is a rarely
deleted region and MT-ND+4 is located in the major arc of mtDNA
and deleted in 97% of all common deletions (17). Therefore, the
MT-ND1/MT-ND4 ratio indicates the deletion ra- tio. Details
regarding qPCR reactions and quality control have been published
previously (17,48).

Statistical analyses

The normality of the distributions of continuous variables was
explored using the Kolmogorov-Smirnov normality test. Chi-
square tests were used to compare the presence of CAMDs
among the study groups. Spearman’s correlation analysis was
used to explore the correlation between the mtDNA content of
the two studied mtDNA regions and age, body mass index (BMI)
and smoking habits. A general linear model was used to
identify whether the mtDNA content in the three study groups
differed after adjusting for age, BMI and number of cigarettes
smoked per day as covariates. Data were processed using IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 23.0 (IBM Corp., Armonk,
NY) and Prism, Version 5 (Graphpad, La Jolla, CA).

Supplementary Material

Supplementary Material is available at HMG online.
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MATERIAL SUPLEMENTARI PUBLICACIO 1

Supplementary Table 1. Putatively pathogenic variants with heteroplasmy < 60%.

N Variant AA Samples Locus Homo/ Disease
change Heteroplasmy score
Non-synonymous variants
1 m.6790G>C G296A Al12 MT-CO1 0.46 0.814
2 m.6795G>A D298N Al12 MT-CO1 0.39 0.809
3 m.6799T>A V299E Al12 MT-CO1 0.35 0.803
4 ASD, 41D
4 m.7332G>C A477P  A001, AO51, AO75, A155, MT-CO1 0.11-0.19 0.708
IDQ75, 1D082, IDO8S, ID100
5 m.8926C>T P134S IDO74 MT-ATP6 0.12 0.803
6 m.8929A>T T135S IDO74 MT-ATP6 0.14 0.667
A003, ID002, ID007, IDO0S,
D009, 1D013, ID014, IDO15,
7 m.8936T>A L137H 1D017,1D020, ID0O22, 1D036, MT-ATP6  0.13-0.97 0.855
ID037, 1D038, IDO55, ID06Y,
IDO73, ID074, ID104, ID112
8 m.9004C>A L160M ID0O73 MT-ATP6 0.12 0.634
9 m.9526C>G A107G IDO70 MT-CO3 0.11 0.659
10 m.9529C>T P108L ID081, ID098 MT-CO3 0.10-0.12 0.774
11 m.10278C>A P74T A043 MT-ND3 0.14 0.782
A043, A107, ID002, ID0O04,
12 m.12090T>A 444N 1D007, IDO0S, ID0O11, ID014, MT-ND4 0.10-0.14 0.583
D018, 1D020, IDO50, ID118
13 m.12337A>C M1L IDO74 MT-ND5 0.25 0.444
14 m.12722T>C L129P A003 MT-ND5 0.11 0.881
15 m.14159C>G R172P D081 MT-ND6 0.10 0.862
rRNA variants
1 m.733T>C A096 MT-RNR1 0.13
2 m.962C>T IDO73 MT-RNR1 0.11
3 m.2056G>A ID087 MT-RNR2 0.35
tRNA variants
1 m.644A>G D021 MT-TF 0.4
2 m.7532A>T 11D001 MT-TD 0.11

N: number; AA: amino acid; A: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; MT: mitochondrial; CO1:

cytochrome c oxidase subunit 1; ATP6: ATP synthase subunit 6; CO3: cytochrome c oxidase subunit 3; ND3:
NADH dehydrogenase subunit 3; ND4: NADH dehydrogenase subunit 4, ND5: NADH dehydrogenase subunit
5; ND6: NADH dehydrogenase subunit 6; RNR1: 12S ribosomal RNA; RNR2: 16S ribosomal RNA; TF=tRNA-
Phenylalanine; TD: tRNA-Aspartic acid.
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+* Publicacio 2:

Increased blood lactate levels during exercise and mitochondrial DNA alterations converge on
mitochondrial dysfunction in schizophrenia

Alba Valiente-Palleja, Helena Torrell, Yolanda Alonso, Elisabet Vilella, Gerard Muntané, Lourdes
Martorell

Schizophrenia Research. 2020:220:61-68.
DOI: 10.1016/j.schres.2020.03.070

++ Antecedents:

Alguns pacients amb ESQ presenten alteracions en la funcidé mitocondrial. Un indicador de
disfuncié mitocondrial és I'augment dels nivells de lactat. Vam investigar els nivells de lactat en
sang en repos, durant la realitzacié d’un exercici fisic d’intensitat moderada i després de
I’exercici en un grup de pacients amb ESQ i en un grup de persones control. En aquests dos grups
també vam avaluar la preséncia de CCAMMs i vam analitzar ’ADNmt, tant el nUmero de copies
d’aquesta moléecula com la presencia de variants potencialment patogéniques.

R/

+* Aportacions:

El grup de pacients amb ESQ van mostrar una freqliéncia més alta d’algunes CCAMMs,
concretament les relacionades amb la funcid intestinal, el sistema nerviés i el sistema
cardiovascular. Els pacients també van presentar nivells més elevats de lactat durant I'exercici i
menor contingut d’ADNmt. A més, vam identificar 13 variants en I’ADNmt probablement
patogéniques en 11 pacients; els quals tenien un major increment del lactat durant I'exercici
fisic quan es comparaven amb les persones (tant pacients com controls) no portadores de cap
mutacio patogenica.

@,

«» Aspectes a destacar:

Aquest estudi suggereix que en I'ESQ hi ha una disfuncié mitocondrial sistemica. Els pacients
amb ESQ presenten nivells de lactat significativament més elevats que les persones control quan
realitzen un exercici fisic d’intensitat moderada. Aquest fet suggereix que quan els requeriments
energetics son elevats, els pacients amb ESQ tenen més dificultat d’obtenir energia a través de
la cadena respiratoria mitocondrial. El menor nimero de copies d’ADNmt i la preséncia de
determinades variants en el genoma dels pacients suggereix que, part de la disfuncié
mitocondrial, esta relacionada amb el genoma del mitocondri.
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Figura 22: Variants identificades en ESQ al nostre estudi
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Background: Mitochondrial dysfunction and an elevation of lactate are observed in patients with schizophrenia
(SZ). However, it is unknown whether mitochondrial dysfunction is associated with the presence of mitochon-
drial DNA (mtDNA) alterations and comorbid clinical conditions. We aimed to identify systemic mitochondrial
abnormalities in blood samples of patients with SZ that may have a high impact on the brain due to its high bio-

Methods: Case/control study between 57 patients with SZ and 33 healthy controls (HCs). We measured lactate
levels at baseline, during 15 min of exercise (at 5, 10 and 15 min) and at rest. We also evaluated the presence
of clinical conditions associated with mitochondrial disorders (CAMDs), measured the neutrophil tolymphocyte
ratio (NLR, a subclinical inflammatory marker), and analyzed mtDNA variation and copy number.

Results: Linear models adjusting for covariates showed that patients with SZ exhibited higher elevation of lactate
than HCs during exercise but not at baseline or at rest. In accordance, patients showed higher number of CAMDs

and lower mtDNA copy number. Interestingly, CAMDs correlated with bothlactatelevelsand mtDNA copy num-
ber, whichin turn correlated with the NLR. Finally, we identified 13 putative pathogenic variants in the mtDNA of
11 participants with SZ not present in HCs, together with alactate elevation during exercise that was significantly
higher in these 11 carriers than in the noncarriers.

Conclusions: These results are consistent with systemic mitochondrial malfunctioning in SZ and pinpoint lactate

metabolism and mtDNA as targets for potential therapeutic treatments.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Schizophrenia (SZ) is a spectrum disorder with a strong geneticload
interacting with environmental factors involved in the disease onset
and progression. Variations in the nuclear genome, both low-risk com-
mon single nucleotide variants (SNPs) and high-risk relatively rare
copy number variants (CNVs), are involved in the disease, although
the specific set of genetic factors remains unknown (Kirov etal., 2014;
Ripke et al., 2014). Notably, the study of the mitochondrial DNA
(mtDNA) in states of health and disease has been neglected compared
to the efforts dedicated to the study of the nuclear genome, especially
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in psychiatric disorders (Pesole et al., 2012; Wallace, 2017). Notwith-
standing, several lines of evidence suggest a mitochondrial dysfunction
in the etiopathology of SZ, including altered mitochondrial metabolism
(Ben-Shachar, 2017; Holper et al., 2019; Ni et al., 2019; Rajasekaran
et al., 2015; Rosenfeld et al., 2011), deficits in bioenergetic metabolites
(Chouinard et al., 2017), and a reduction in mitochondrial number in
several brain regions (Roberts, 2017). Consequently, mitochondrial ab-
normalities have been proposed to play a critical role in altered brain
functioning in SZ (Konradi and Ongiir, 2017; Pei and Wallace, 2018),
in addition to other mitochondria-associated systemic abnormalities,
such as inflammation, redox dysregulation and oxidative stress
(Fournier et al., 2014; Kim et al., 2017; Kirkpatrick and Miller, 2013;
Miiller, 2018).

Mitochondria are cellular organelles that generate most cell energy
through oxidative phosphorylation in the mitochondrial respiratory
chain. These organelles contain their own genome, the mtDNA,
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consisting of a maternally inherited double circular DNA molecule of
16,569 base pairs (bp) that encodes the 37 genes necessary to synthe-
size 13 crucial polypeptides of the mitochondrial respiratory chain
(Vergeetal.,2011). Unlike nuclear DNA, mtDNA is presentin multiple
copies per cell, and mtDNA copy number has been associated with an
array of phenotypes, including neuropsychiatric symptoms (Malik and
Czajka, 2013). Altogether, N250 variants inmtDNA have been reported
to cause mitochondrial disorders (Chinnery, 2014), while many others
have been associated with different health conditions (Schon et al.,
2012). Interestingly, patients with primary mitochondrial disorder
have shown blood lactate elevation with a diagnostic sensitivity be-
tween 34 and 62% and a specificity between 83 and 100% (Parikh
etal., 2015).

Lactate is constantly produced during normal metabolism and exer-
cise in diverse cells under fully aerobic conditions; classically, it was
considered a consequence of oxygen deficits. The lactate anion is
transported between tissues (i.e., from skeletal muscle to heart) and be-
tween cells (i.e., from astrocytes to neurons) by several lactate shuttles
and also between the cytosol and mitochondria (Brooks, 2018; Chen
etal., 2016). An increase in lactate occurs because the flux through gly-
colysis overcomes the use of pyruvate in the mitochondria, and the lac-
tate stress test, which measures increased lactate during physical
exercise, has proven useful for evaluating oxidative metabolism in pa-
tients with mitochondrial disorders (Finsterer et al., 2000, 1998). Of
note, increased lactate and decreased glutathione levels were the first
abnormalities associated with energy generation in SZ reported 1934
(Looney and Childs, 1934).

The present study explored the presence of systemic mitochondrial
abnormalities in SZ by assessing blood lactate levels during exercise,
the occurrence of clinical conditions commonly associated with mito-
chondrial disorders (CAMDs), mtDNA variation and the mtDNA copy

number.
1. Methodsand materials
1.1. Study design, participants and ethical considerations

This cross-sectional study included 57 patients with SZ according to
DSM-IV-TR criteria and 33 HCs without a personal or family history of
psychotic or affective disorders in either first- or second-degree rela-
tives. All participants provided written informed consent after fully un-
derstanding the benefits and risks of participation. The study was
approved by the Hospital de Sant Joan Clinical Research Ethics Commit-
tee and was conducted according to the criteria set by the declaration of
Helsinki. The exclusion criteria for participants (both patients and HCs)
were the presence of diabetes mellitus, acquired immunodeficiency
syndrome, cardiac abnormality or altered electrocardiogram, seizures,
and renal or liver pathology that could alter lactate measures. Moreover,
these individuals were not under pharmacological treatment consisting
of valproic acid, glucocorticoids, anesthetics, salicylates, or oral contra-
ceptives that could alter mitochondrial function. Participants were not
consuming drugs such as cannabis, hallucinogens, cocaine, or opioids
before or during the study, and they did not have alcohol abuse or de-
pendence. They were evaluated with basic biochemistry and blood
counts to exclude individuals with significant alterations. Because mus-
cular exercise greatly influences the anaerobic threshold, only partici-
pants with moderate physical activity or no activity were accepted.
Information on participants is shown in Table 1.

1.2. Clinical assessments

All participants were assessed with the Spanish adaptation of the
Schedules for Clinical AssessmentinNeuropsychiatry (SCAN) to con-
firm or exclude psychiatric diagnosis (Vazquez-Barquero et al., 1994).
Additionally, the psychiatrist completed a previously used question-
naire focused on CAMDs through direct interview (Valiente-Palleja
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Table 1
Descriptive characteristics of the sample.

Normal SZ HC P
values N =57 N =33
Epidemiological and
biological data
Sex, males, n (%) 44 (77 %) 21 (64%) 0.166
Age, years 439+ 123 39.8+12.1 0.125
BMI, kg/m?2 18.5-24.9 27.8 5.0 24.0+ 3.7 b0.001
Systolic pressure, mm Hg b120 125.6 £14.5 125.0+16.7 0.858

Diastolic pressure, mm Hg b80 76.7 £10.9 76.7 = 11.6 0.997
Creatinine (mg/dl) 0.7-1.3 0.84 +0.21 0.79 £ 0.15 0.244
Creatinine kinase (IU/1) 25-170 113.9+£57.9 122.6 £ 65.5 0.545
AST (1U/1) b32 22.4 +12.7 19.5 = 6.0 0.214
ALT (1U/1) b33 29.5 +£25.8 19.3 + 21.0 0.064
Total protein (g/dl) 6-8 6.7 £0.4 6.7+ 0.3 0.793
Albumin (g/dl) 3.4-4.7 4.5+0.3 4.6 +0.2 0.050
Hematocrit (%) 36-46 43.0 £3.7 42.0+3.8 0.268
NLR 0.78-3.53 23+ 1.1 1.7x1.1 b0.001
PANSS score
PANSS positive b7 16.6 + 6.9 -
PANSS negative b7 251 +5.8 -
PANSS general b16 27.4 +10.4 -
PANSS total b30 69.2+188 -
Tllness progression
Age at onset 199 £ 3.9 -
Tllness duration 239 +11.7 -
Pharmacological treatment
Benzodiazepines 28 (49%) -
Anticholinergics 12 (21%) -
Antidepressants 11 (19%) -
Mood stabilizers 19 (33%) -
Antipsychotics?, mg/day 416.0 = 305.0 —
Drug use
Alcohol, standard 0.02 = 0.13 0.64 += 0.70 b0.001
drink/day
Smoking, cigarettes/day 122 +11.5 1.7 +45 b0.001

Physical activity
IPAQ-total®,
MET-min/week

3031 £ 3539 3003 + 3030 0.970

SZ: schizophrenia; HC: healthy controls; M: male; F: female; N: number; AST: aspartate
aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; NLR: neutrophil to lymphocyte ratio;
PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale; IPAQ: International Physical Activity Ques-
tionnaire; MET: metabolic equivalent of task.
Data are presented as means #+ SDs or numbers of subjects (%). Significant p values are
shown in boldface.

a Current antipsychotic medication is shown as equivalents to chlorpromazine doses.

b [PAQ-total = 8 x (minutes of vigorous activity/day x 7 days/week) + 4 x (minutes of
moderateactivity /dayx7days/week) +3.3x (minutes of activity /day x 7 days/ week).

et al., 2018; Verge et al., 2012). CAMDs are grouped into the following
categories: headaches, bowel function, soft tissues and fatigue, nervous
system, ears and eyes, endocrine and heart and blood vessels (Table 2).
Sociodemographic and anthropometric data, physical examination,
medication and drug consumption data were also obtained. The exer-
cise practices and habits of participants during the last week were ob-
tained with the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)
and were calculated as metabolic equivalent of task (MET)-min/week
(Craig et al., 2003). MET is a physiological measure expressing the en-
ergy cost of physical activities and is defined as the ratio of the metabolic
rate (related to energy consumption) during a specific physical activity
to a reference metabolic rate. All patients were diagnosed with SZ using
the Operational Checklist for Psychotic Disorders (OPCRIT) computer al-
gorithm after administration of the SCAN. The severity of psychotic
symptoms in patients with SZ was measured with the Positive and Neg-
ative Syndrome Scale (PANSS) (Peralta and Cuesta, 1994).

1.3. mtDNA copy number quantification

Total DNA was extracted from peripheral blood mononuclear cells
using Gentra® PureGene reagent (Qiagen, Barcelona, Spain) according
tothemanufacturer'sinstructionsand was quantified usingaNanoDrop
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). We
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Table 2
Number of subjects presenting CAMDs.

CAMDs category SZ HGCs P
N =57 N =33

Headaches, n (%) 14 (25%) 5 (15%) 0.292
Bowel function, n (%) 28 (49%) 7 (21%) 0.009
Soft tissues and fatigue, n (%) 18 (32%) 6 (18%) 0.166
Nervous system, n (%) 15 (26%) 2 (6%) 0.024
Ears and eyes, n (%) 17 (30%) 8 (24%) 0.569
Endocrine, n (%) 6 (11%) 3 (9%) 1.000
Heart and blood vessels, n (%) 26 (46%) 7 (21%) 0.021
Numberofconditions/individual, mean+SD 3.5 + 1.7 1.6 =1.3 b0.001

CAMDs: conditions associated with mitochondrial disorders; SZ: schizophrenia; HCs:
healthy control. Significant p values are shown in boldface.

Conditions included in each CAMD category. Headaches: headaches, migraine; Bowel
function: constipation, diarrhea, abdominal pain, nausea; Soft tissues and fatigue:
kinetosis, severe fatigue, fibromyalgia, dysautonomia, arthritis, muscular weakness; Ner-
vous system: intellectual disability, seizures, attention deficit hyperactivity disorder,
learning disability, autism, anxiety disorder, bipolar disorder, depressive disorder and
panic disorder; Ears and eyes: deafness, vision alterations; Endocrine: hypercholesterol-
emia, kidney disease, cancer, hypoglycemia, hypothyroidism, diabetes; Heartand blood
vessels: heart disease, stroke, hypertension.

measured three mtDNA regions, the MT-ND1 and MT-ND4 genes and
the MT-7Sregion, by qPCRin triplicate as previously described (Torrell
et al.,, 2013; Valiente-Palleja et al., 2018). MT-ND1 is rarely deleted in
mitochondrial disorders, MT-ND4 is located in the major arc, where
most mtDNA deletions characterized in humans are located, and MT-
7Sis anoncoding region located in the D-loop that contains essential el-
ements for mtDNA replication and transcription (Torrell et al., 2013).

1.1. mtDNA-targeted next-generation sequencing and pathogenicity pre-
diction of variants

Total DNA was used to amplify mtDNA in two fragments of 8338 and
8647 bp using previously described primers (Gunnarsdottir et al.,
2011), and the purified PCR products were mixed in equimolar ratios
for the sequencing protocol using an Ion Torrent Personal Genome Ma-
chine (PGM, Fisher Scientific, Madrid, Spain) according to the manufac-
turer's user guide. The obtained mtDNA sequences were analyzed using
the MToolBox pipeline, using the revised Cambridge Reference Se-
quence (rCRS, NC_012920) as a reference for human mtDNA
(Calabrese et al., 2014). Further details of this multiparametric
workflow for mtDNA variant prioritization have been previously de-
scribed (Valiente-Palleja et al., 2018). Briefly, this method aligns each
sample-specific ~ reconstructed = contig  against the related
macrohaplogroup-specific consensus sequence to recognize, via a prior-
itization process, rare or private mitochondrial variants that deserve
further clinical investigation. The prioritization process consists of sev-
eral steps that exploit various annotation resources such as biological
databases and pathogenicity prediction software. At the end of the pro-
cess, this method reports the rare or private variants identified, the nu-
cleotide variability, a disease score based on several predictors of
pathogenicity and information about the variants associated with clini-
cal outcomes present in public databases together with data on
homoplasmy and heteroplasmy (Diroma et al., 2016; Santorsola et al.,
2016). Homoplasmy refers to a cell that has a uniform collection of
mtDNA—either completely normal mtDNA or completely mutant
mtDNA—and heteroplasmy refers to a cell with different proportions
of normal and mutant mtDNA. The mean = standard deviation coverage
obtained was 159.5 & 178.9.

The selection criteria for the pathogenicity prediction of variants
were as follows: nonsynonymous variants were selected based on a dis-
ease score N0.4311 and nucleotide variability b0.0026, while rRNA and
tRNA variants with an RNA prediction score between 0.35 and 1 or nu-
cleotide variability <0.0097 were selected as previously described
(Diroma et al., 2016; Santorsola et al., 2016). The heteroplasmy level
cutoff was set at 0.60, the threshold at what pathogenic mutations
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usually manifest (Valiente-Palleja et al., 2018). However, this threshold
depends on the mutation type, cell type and tissue distribution and can
vary between 60% and 90% (Nissanka and Moraes, 2020).

Datasets of mtDNA sequences and clinical data from participants are
available at the European Genome-phenome Archive (EGA, https://ega-
archive.org) with the study reference number EGAS00001003269.

1.2. Lactate stress test

Fasting participants underwent venipuncture with a BD Nexiva™
closed catheter system (BD Medical, Madrid, Spain) without a tourni-
quet prior to the initiation of cycling between 8:00 and 9:00 a.m. The
first blood samples were collected for DNA analyses, blood counts,
basic biochemistry, and basal lactate determination. Then, participants
were asked to pedal for 15 min at a consistent power of 30 watts
(W) and 60 rotations per min (rpm) on an electronically braked bicycle
ergometer (Optibike, Ergoline, Madrid). Blood samples were collected
at 5, 10, and 15 min after cycling began and at 15 min after stopping.
Blood pressure and heart rate were monitored during all the exercise.
Lactatelevels were determined before cycling (baseline), during cycling
(5,10, and 15 min), and at rest (30 min) using a GEM® Premier™ 3000
Analyzer (Instrumentation Laboratory, New York, USA). The percent in-
crease in lactate (%A lactate) at 5, 10, 15 and 30 min was calculated as
follows: %A lactate = ((lactate at each time point - basal lactate)/
(basal lactate)) x 100.

1.3. Statistical analyses

Data were processed using R Core Team (2013). Sample homogene-
ity was tested with analysis of variance (ANOVA) and x2 tests. Spearman
correlations were used to explore the relationships among continuous
variables and were visualized using the corrplot package. We conducted
multiple linear regression analysis to identify differences between pa-
tients with SZ and HCs in lactate levels (0, 5, 10, 15, 30 min) and
mtDNA copy number, including covariates. A general linear model
was used to estimate marginal means, adjusted means controlled for co-
variatesandlactatelevelsand mtDNA copy number. We did notcorrect
for multiple comparisons because the analyses were exploratory in na-
ture, and we considered statistical significance when p b 0.05.

2. Results
2.1. CAMDs

The frequencies of participants presenting CAMDs were higher in
the SZ group than in the HC group when evaluating bowel function, ner-
vous system and heart and blood vessels (p = 0.009, p = 0.024 and p =
0.001, respectively). Inaddition, the number of CAMDs presentin each
individual was significantly higher in patients with SZ thanin HCs (p b
0.001) (Table 2).

2.2. mtDNA copy number

Weevaluated whether themtDN A copy number showed differences
between SZ and HCs in a linear model including the following as covar-
iates: age, sex, body mass index (BMI), number of cigarettes/ day, units
of alcohol/day, neutrophil to lymphocyte ratio (NLR), number of
CAMDs and physical activity performed over the last week before the
blood extraction. The mtDNA copy number was higher in HCs thanin
SZ (MT-7S,p b 0.001; MT-ND1, p = 0.002; MT-ND4, p = 0.011) for all re-
gions evaluated (Fig. 1).

The three mtDNA regions assessed showed high correlations among
them: MT-ND1withMT-75(p=0.94,pb0.001), MT-ND1with MT-ND4
(p=0.85,pb0.001) and MT-7S with MT-ND4 (p = 0.85, p b 0.001). In
addition, the mtDNA copy number of the three mtDNA regions posi-
tively correlated with units of alcohol/day (p N 0.3, p b 0.01) and
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Fig. 1. Estimated marginal means of mtDNA copy number in our sample.

negatively with the number of cigarettes/day (p b —0.35, p b 0.001),
number of CAMDs (pb —0.2, pb 0.05), BMI (p b —0.2, p b 0.05) and
NLR (p-0.4, pb0.001). Only MT-ND4 copy number negatively correlated
with age (p b —0.3, p b 0.05), basal lactate (p b —0.2, p b 0.05) and the
Positiveand Negative SyndromeScale (PANSS) general (p-0.3, pb0.05)
and total (p b —0.3, p b 0.05) scores. Conversely, no correlation was ob-
served between mtDNA copy number and antipsychotic doses of chlor-
promazine equivalents (Fig. 2). Regarding pharmacological medication,
being under anticholinergic treatment was associated with a lower
mtDNA copy number, but no significant effect was observed in the use
of antidepressants, mood stabilizers or benzodiazepines (Supplemen-
tary TableS1). Overall, these results indicate that mtDN A copy number
decreaseswithaging, weight gain, tobacco consumption, inflammatory

%A Lactate 5 min
%A Lactate 10 min
%A Lactate 15 min
%A Lactate at rest

MT-7S cn
MT-ND1 cn
MT-ND4 cn

N CAMDs

Age

BMI

Alcohol » oa
Tobacco

IPAQ * xR xx
Medication

PANSS-P

PANSS-N

PANSS-G *

PANSS-T

NLR *

REE KRR XK

processes and anticholinergic use and increases with alcohol
consumption.

1.1. mtDNA pathogenic mutations

By using the prioritization workflow of the MToolBox pipeline and
applying the selection criteria, we identified 19 putative pathogenic var-
iants with heteroplasmy levels N0.60 (Supplementary Table S2 and Sup-
plementary Fig. S1). Eleven patients with SZ (19.3%) carried atleast one
putative pathogenic mtDNA variant above the heteroplasmy threshold;
four HCs (12.1%) also carried putative pathogenic variants (summarized
in Supplementary Table S2). None of the 13 variants present in patients
with SZ was found in HCs. Two variants carried by one HC and one
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Fig. 2. Correlations between all the variables studied. Percentage of lactate increases (%A) at 5, 10, and 15 min and at rest. MT-7S cn, MT-ND1 cn and MT-ND4 cn: copy numbers of the MT-75,
MT-ND1and MT-ND4genes; N CAMDs: number of clinical conditionsassociated with mitochondrial disorders; BMI: body massindex; Alcohol: standard drink units/ day; Tobacco:number
of cigarettes /day; IPAQ: physical activity of the last seven days measured with the International Physical Activity Questionnaire; Medication: current medication in mg equivalent to
chlorpromazine doses/day; PANNS-P: Positive and Negative Syndrome Scale, positive score; PANNS-N: PANSS, negative score; PANNS-G: PANSS, general score; PANSS-T: PANSS, total
score; NLR: neutrophil to lymphocyte ratio. The strength and the direction of the correlation between each pair of variables are displayed by color intensity (red and blue for positive

and negative correlations, respectively). Legend for Pearson's coefficients (p?) is shown below the graph.
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Fig. 3. Basal lactate levels and %A lactate in the study groups during the lactate stress test.

patient with SZ (m.745 A N G and m.1192C N T, respectively) are re-
ported to confer increased sensitivity to ototoxic drugs or nonsyn-
dromic deafness in the MITOMAP database. However, none of these
individuals suffered from deafness at the time of the study. Finally, a
specific mtDNA haplogroup was assigned to each participant (Supple-
mentary Table S3), and 44%, 17%, 10%, 9% and 2% of participants
belonged to common European haplogroups H, U, J, T and V, respec-
tively. The distribution of mtDNA putative pathogenic variants did not
differ between grouped haplogroups (x2 = 1.362, p = 0.968), indicating
that they were not overrepresented in a specific mtDNA lineage in our
sample.

1.1. Lactate levels

To indirectly investigate the oxidative phosphorylation capacity in
our sample, we measured venous lactate levels at baseline, during phys-
ical exercise (5 min, 10 min and 15 min) and at rest, 15 min after the ex-
ercise (30 min) and calculated the %A lactate from baseline. The %A
lactate levels during the exercise and at rest were highly increased in
patients with SZ compared to HCs but not at baseline (Fig. 3). Linear re-
gression models at each time point of lactate determination confirmed
that %A lactate levels were much higher in patients with SZ than in
HCs at 5, 10, and 15 min and nearly at 30 min, despite the fact that

Table 3
Linear models for predicting basal lactate and %A lactate during the lactate stress test.

basal lactate levels were very similar between the two groups. We in-
cluded the following covariates in the analyses: age, sex, BMI, the num-
ber of CAMDs, number of cigarettes/ day, units of alcohol/day, physical
activity performed last week, MT-ND1 copy number and the presence
of a putative pathogenic variant with heteroplasmy N0.60. Because the
mtDNA copy number assessment was highly correlated among the
threemtDNA regions, only the MT-ND1regionwasincludedintheanal-
yses. The linear models were significant at 5, 10 and 15 min and, re-
markably, in all these models, SZ diagnosis and age were significantly
associated with the %A lactate (Table 3).

To assess whether the 13 mtDNA putative pathogenic variants pres-
entinthe1l patientshad animpactonlactatelevels, wecompared %A
lactate between the SZ carriers and the remaining individuals (both pa-
tients and HCs) who were noncarriers. In particular, the %A lactate was
significantly higherin these11 patientswithSZ at5min (p =0.02)and
10 min (p = 0.01) and was almost significant at 15 min (p = 0.06)
(Supplementary Fig. S2).

We also evaluated the relationship between lactate and the rest of
the variables (Fig. 2). Basal lactate levels were positively correlated
with BMI (p = 0.27, p = 0.01) and negatively correlated with %A lactate
at 5 min (p = —0.26, p = 0.02), 10 min (p = —0.26, p = 0.02), 15 min
(p = —0.23, p = 0.03) and 30 min (p = —0.24, p = 0.03). A negative
correlation between basal lactate levels and MT-ND4 copy number
was observed (p = —0.24, p = 0.03). During exercise, %A lactate was
positively correlated with age, the number of CAMDs and the NLR,
showing that higher lactate levels were associated with the presence
of comorbid clinical conditions and inflammation. In contrast, physical
activity performed over the last week before performing the lactate
stress test was negatively correlated with %A lactate, which indicates
that the %A lactate in individuals who perform physical exercise is
lower than in individuals who do not (Fig. 2). No relationships were ob-
served between current antipsychotic medication and lactate levels at
any time point (Fig. 2). Additionally, we did notidentify significant dif-
ferences in lactate levels between patients who were under anticholin-
ergic, mood stabilizing or benzodiazepine treatment and those who
were not (Supplementary Table S4).

2. Discussion
2.1. Elevated lactate during exercise in SZ
In the present study, we measured lactate levels as a biomarker of

mitochondrial metabolic functionat different time points during mod-
erate physical exercise. Lactate formation and subsequent distribution

Basal lactate %A lactate at 5 min

%A lactate at 10 min

%A lactate at 15 min %N lactate at rest

Adj.R2 = 0.093; F = 1.801 Adj.R? = 0.237; F = 3.425

Adj.R?=0.281; F = 4.013

Adj.R?2 = 0.200; F = 2.887 Adj.R2 = 0.049; F = 1.391

p = 0.069 p = 0.001 p b 0.001 p = 0.003 p =0.196

Beta t P Beta t P Beta t P Beta t P Beta t P
SZ —0.103 —0.564  0.575 28.741 2484  0.015 38.718 2770  0.007 46.006 2.786  0.007 24.714 2132 0.036
Sex 0.094 0.656 0.514 15.219 1.676 0.098 16.697 1.546 0.126 14.773 1.142 0.257 0.960 0.103 0.918
Age 0.007 1.473  0.145 0.773 2,558 0.013 1.143 3.160  0.002 1.167 2.696  0.009 0.584 1.894  0.062
BMI 0.039 3.041 0.003 —0.600 —0.732 0467  —0.860 —0.858  0.394 —1.662 —1.424 0159 —0.523 —0.624  0.535
NLR —0.050 —0.854 0.396 3.599 0.978  0.331 6.917 1.503  0.137 7.818 1451  0.151 3.817 1.004  0.319
IPAQ 0.000 0.722 0.472 —0.001 —0.927 0.357 —0.003 —2.092 0.040 —0.002 —1.131 0.262 0.000 —0.240 0.811
CAMDs 0.016 0.405  0.687 3.448 1.387  0.170 1.516 0511  0.611 0.791 0.228  0.820 0.413 0.169  0.866
Tobacco 0.003 0425 0.672  —0.441 —1.154 0.252 —0.419 —0.924  0.358 —0.768 —1.461 0148 —0.804 —2.189  0.032
Alcohol —0.012  —0.087  0.931 5.996 0.688  0.493 2.406 0.233  0.816 —2.385 —0.199  0.843 0.038 0.004  0.996
MT-ND1 cn —0.032 —1.242 0.218 0.478 0.297  0.767 1.789 0930  0.355 1.904 0.839  0.404 1.777 1129  0.263
mtDNA ppv 0.083 0.530  0.597 8.611 0.865  0.390 8.298 0.705  0.483 9.613 0.699  0.487 2.477 0.257  0.798

SZ: schizophrenia diagnosis; BMI: body mass index; NLR: neutrophil to lymphocyte ratio; IPAQ: physical activity in the last 7 days measured with the International Physical Activity Ques-
tionnaire; CAMDs: number of conditions associated with mitochondrial disorders; Tobacco: consumption measured as number of cigarettes/day; Alcohol: consumption as standard units
of alcohol/day; MT-ND1 cn: mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 1 gene copy number; mtDNA ppv: having or not a putative pathogenic variant in the mitochondrial DNA with

heteroplasmy =60%.
Significant p values are shown in boldface.
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throughout the body by the cell-to-cell lactate shuttles is the mecha-
nism whereby different tissues and cell types coordinate intermediary
metabolism depending on the energy demand (Goodwin et al., 2007).
Here, patients with SZ showed higher lactate levels than HCs during ex-
ercise but not at baseline or after rest, suggesting that when energy re-
quirements are increased, patients with SZ show poorer mitochondrial
respiratory oxidative capacity, even though the involvement of other
mitochondrial mechanisms related to oxygen supply, pyruvate dehy-
drogenase activity or the tricarboxylic acid cycle could not discounted
(Adeva-Andany et al., 2014). Recently, a central role of mitochondrial
functions in SZ, especially oxidative stress, has been proposed based
on a leukocyte proteomic approach that identified alterations in energy
metabolism, immunity, oxidative stress and apoptosis in first-episode
drug-naive psychotic patients, in line with the results identified in our
study (Jiang et al., 2019).

1.1. Lactate levels correlated with comorbid clinical conditions

Lactate levels were positively correlated with the number of CAMDs.
This finding was in accordance with a systemic mitochondrial dysfunc-
tion, which was more pronounced in those subjects with more clinical
comorbid conditions. The mitochondrial dysfunction has been associ-
ated with chronic systemic inflammation present in SZ (Morris and
Berk, 2015) and, interestingly, we observed a positive correlation be-
tween %A lactate and the NLR inflammatory marker, in accordance
with this hypothesis. Increased brain lactate levels in SZ have been re-
ported in the cerebrospinal fluid (Regenold et al., 2009) and in brain
postmortem tissue (Sullivan et al., 2019) and in vivo by magnetic reso-
nance spectroscopy (Rowland et al., 2016). In the brain, lactate utiliza-
tion at synapses is supposedly impaired in SZ, ultimately triggering
cognitive and negative symptoms (Sullivan et al., 2018). In fact, a mech-
anism based on lactate production in astrocytes and its transport to neu-
rons (i.e, the “astrocyte-neuron lactate shuttle”) has been deemed a
pathophysiological substrate in SZ (Sullivan et al., 2018). This idea was
mainly proposed because the disturbance of this bioenergetic coupling
in rodents disrupts synaptic transmission, resulting in impaired work-
ing memory performance and long-term memory formation (Sullivan
et al., 2018). Dysfunctional synapses and bioenergetic deficits can be
primary or secondary causes of SZ, and psychotic symptoms may be
the result of a mild bioenergetic brain defect (Pei and Wallace, 2018;
Wallace, 2017). We propose that the high levels of blood lactate in SZ
that we observed during exercise might parallel altered energy metab-
olism occurring in the brain.

1.2. High number of CAMDs in patients with SZ

Previous clinical studies have revealed that up to 50-70% of patients
affected by a mitochondrial disorder caused by a mtDNA mutation show
evidence of, or will develop, a psychiatric disorder; however, little at-
tention has been paid to the specific psychiatric manifestations of mito-
chondrial disorders (Rosebush et al., 2017). From the opposite point of
view, patients with SZ frequently suffer from several CAMDs, such as ep-
ilepsy, gastrointestinal symptoms, metabolic disturbancesand cardio-
vascular diseases (Kritharides et al., 2017; Schoepf et al.,, 2014;
Virtanen et al., 2017). The present study confirmed that a high number
of patients with SZ presented alterations, with the most frequently ob-
served comorbiditiesin the digestive, nervous and cardiovascular sys-
tems. Indeed, patients with SZ presented twice the number of CAMDs
compared to HCs, which is in accordance with the hypothesis that
some patients with psychiatricillnesses have undiagnosed mitochon-
drialdisorders (Rosebushetal.,2017). Overall, theseresults putforward
that mitochondrial dysfunction may be an underlying mechanism in-
volved in both the brain abnormalities and the other comorbidities re-
ported in SZ (Gongalves et al., 2014; Rajasekaran et al., 2015;
Rosebush et al., 2017).
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1.3. Low mtDNA copy number is a hallmark of SZ

In our study, we revealed significantly lower mtDNA content in
blood samples of patients with SZ than HCs, thus confirming previous
results in first-episode antipsychotic-naive patients (Z. Li et al,
2016b). Reduced mtDNA copy number has been observed with aging,
use of clozapine, risperidone and psychosis severity in patients with
psychotic disorders (Kumar et al., 2018) and with poorer outcomes in
cognitive performance, physical strength and self-rated health
(Mengel-From et al., 2014). Our results reinforce the hypothesis that
low mtDNA copy number may be a pathophysiological hallmark of SZ,
as described in other neurodevelopmental disorders (Valiente-Palleja
et al., 2018). Moreover, we identified significant correlations between
mtDNA copy number and lifestyle habits, such as smoking and alcohol
use. The results in tobacco use were in accordance with a recent study
demonstrating that smoking reduces the mtDNA copy number in
blood (Wu et al., 2019). We also show that the convergence of clinical
conditions in distinct organs, and with inflammation as well, is corre-
lated with low mtDNA copy number in the blood, indicating that
these two features are likely associated. In this field, mtDNA has been
demonstrated to be crucial in the underlying mechanism involved in
the uncontrolled inflammation present in many chronic diseases
(Zhong et al., 2018). Finally, high scores in the general psychopathology
scale of the PANNS were associated with low mtDNA copy number,
suggesting a correlation with disease severity. Regarding psychotro-
pic medication, clozapine and risperidone have been demonstrated
to reduce the mtDNA copy number (Kumar et al., 2018); however,
we did not identify any correlation between chlorpromazine equiva-
lents and mtDNA copy number, suggesting that antipsychotic medi-
cation may not have a direct relationship with mtDNA copy number
in our sample. Similarly, being treated with antidepressants, mood
stabilizers and benzodiazepines seems to be unrelated to mtDNA
copy number. However, the effects of anticholinergic treatment,
which have been revealed to have protective effects against anoxia
via mitochondria (Wang et al., 2017), need to be further studied, as
we identified lower mtDNA copy numbers in patients taking
anticholinergics.

1.4. Putative mtDNA pathogenicvariantsare associated with increasedlac-
tate levels

Although some studies have examined the role of the mtDNA se-
quence in SZ, it was not properly investigated in depth until the devel-
opment of next-generation sequencing analyses, which allow the
determination of the heteroplasmy levels. We selected putative patho-
genic variants with heteroplasmy levels above 0.60 given that for
most pathogenic mutations, the disease manifests at the heteroplasmic
threshold in the range of 0.60-0.95 (Nissanka and Moraes, 2020). We
found a slightly higher number of mtDNA putative pathogenic muta-
tions in SZ (19.2%) than in HC (12.1%) individuals. Only one variant,
m.9909 T N C, corresponding to the amino acid change Phe235Leu at
the MT-CO3 gene, present in a patient with SZ has been previously asso-
ciated with psychiatric disorders. In the Human Mitochondrial Genome
Database (https://www.hmtdb.uniba.it/) (Rubino et al.,, 2012), 17 out of
85 sequenced patients with a psychiatric disorder (SZ, schizoaffective
disorder or bipolar disorder), all of Italian origin, showed a nucleotide
change at this position (Bertolin et al., 2011), reinforcing its involve-
ment in psychiatric disorders. Research in this field is scarce, and the re-
sults are inconsistent. Some authors demonstrated that common
mtDNA variants modified the risk of developing several complex traits,
including SZ (Hudson et al., 2014), although recent studies have ex-
cluded the roles of common mtDNA variations (Gongalves et al., 2018)
and heteroplasmy (H. Li et al., 2016a) in SZ. We added evidence of
the involvement of these genetic factors, meriting additional studies
to confirm its pathogenicity, especially m.9909 T N C. In addition, the
fact that blood lactate levels were increased in the SZ carriers of
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putative mtDNA mutations compared to the rest is in accordance
with mtDNA sequence variants implicated in the mild bioenergetic
brain defect.

It is worth mentioning that we determined a heteroplasmy level
cutoff of 0.60; however, it cannot be ruled out that mtDNA variants
at lower levels in blood may present high heteroplasmy levels in
the brain.

1.1. Limitations

Some limitations of this study must be noted. First, our sample is
based on patients with a long evolution of SZ instead of unmedicated
antipsychotic-naive patients. Thus, we could only exclude the possibility
that distinct medications and doses influenced lactate levels but not the
presence of medication per se. Second, we evaluated mtDNA and lactate
variations in blood samples, even though brain tissue is the target for SZ
symptoms. However, we selected blood samples in the context of sys-
temic rather than organ-specific mitochondrial dysfunction. Although
no differences in physical activity were observed between patients
withSZ and HCs, patients could have deficits in fitness or muscle tone,
especially because of the lack of exercise throughout disease evolution.
This issue could explain, at least in part, the differences in %A lactate.
Third, several factors may alter the accuracy of the mtDNA copy number
including the presence of mitochondrial sequences in the nuclear ge-
nome, the use of inappropriate nuclear primers, dilution bias and
template preparation (Malik and Czajka, 2013), which we have al-
ready considered in this study. Finally, although the mtDNA variants
were not overrepresented in a single haplogroup, some may be spe-
cific to our population, and the results may not be generalizable until
further studies with larger samples of other populations are
conducted.

1.2. Conclusions

In summary, this study describes higher lactate levels during exer-
cise and the presence of higher a number of CAMDs together with a
lower mtDNA copy number in patients with SZ. Additionally, during ex-
ercise, lactate levels were greater in patients with SZ who were carriers
of a putative mtDNA pathogenic mutation than in the remaining partic-
ipants. Finally, lactate levels and the mtDNA copy number were corre-
lated with the number of CAMDs and the NLR inflammatory
biomarker. Together, our results are consistent with a systemic mito-
chondrial dysfunction in SZ and target lactate metabolism and mtDNA
for potential therapeutic treatments.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.schres.2020.03.070.
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MATERIAL SUPLEMENTARI PUBLICACIO 2:

Figure S1. Location (A) of the mtDNA putatively pathogenic variants in the mtDNA and distribution (B)
of the mtDNA putative pathogenic variants in the patients with SZ and HCs.
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Figure S2.

Estimated marginal means of
basal lactate levels and %A
lactate at 5, 10, 15 and 30
min in the 11 patients with SZ
who were carriers of the 13
putative pathogenic variants
and in the noncarriers
(patients with SZ or HCs).
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Supplementary Table S1: Estimated marginal means in mtDNA copy number depending on pharmacological treatments.

MT-75

MT-ND1

MT-ND4

Anticholinergics

Yes (N=12)

No (N=45)

R?=.138; F=2.377; p=.027

R?=.175; F=2.224; p=.010

R?=.122; F=2.1; p=.039

EMM = SE F p EMM =+ SE F p EMM = SE F p
243+ 1.4 96+.6 11.8+ 1.1

6571  .014 7321 .010 5.534 023
284+ .7 11.5+ .3 147+ .6

Antidepressants

Yes (N=11)

No (N=46)

R?=.074; F=1.471; p=.189

R?=.014; F=1.084; p=.394

R?=.117; F=1.762; p=.104

EMM + SE F D EMM + SE F D EMM + SE F p
283+1.7 118+ .7 15.9+1.3

262 611 891 350 2334 134
273+ .8 109+ 3 13.7+ .6

Mood stabilizers

Yes (N=19)

No (N=38)

R?=.069; F=1.434; p=.204

R?=-.003; F=.982; p=.468

R?=.098; F=1.626; p=.138

EMM + SE F D EMM + SE F D EMM + SE F p
27.4+1.2 109+ 5 13.2+.9

.005 946 124 726 1390  .245
27.5+.9 112+ 4 145+ 6

Benzodiazepines

Yes (N=28)

No (N=29)

R?=.071; F=1.452; p=.196

R?=-.002; F=.987; p=.464

R2=.084; F=1.529; p=.169

EMM + SE F D EMM  SE F D EMM + SE F p
27.8+1.0 112+ .5 13.6+ .8

134 716 162 689 714 403
27.2+1.0 10.9+.5 146+ 8

EMM: estimated marginal means; SE: standard error; Significant p values are shown in boldface.
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Supplementary Table S2. Putative pathogenic variants present in the study sample.

- AA Homo/ Disease/
N Position change Freq. dbSNP ID Samples Locus heteroplasmy RNA score

Nonsynonymous variants

1 m8513 CT P50S .0003 - HCO21 MT-ATP8 1 .756
2 m.8936 T>A L137H  .0001 - Sz029 MT-ATP6 .80 .855
3 m.9909 T>C F235L .0014 rs28690056 57042 MT-CO3 1 .720
4 m.13338 C>A  F334L  .0001 - HCO06 MT-ND5 1 722

rRNA variants

1 m.729 T>C .0001 - S7028 1
2 m.745 A>G .0012 - HCO15  MT-RNR1 1
3 m.l1192 C&T .0012 - SZ035 1
4 m.1694 T>C .0019 rs201873294 SZ056 1
5 m.2351 T>C .0003 - HCO16 1
6 m.2501 C>T .0007 - SZ059 .99
7 m.2558 A>G .0020 - SZ039  MT-RNR2 1
8 m.2851 A>G .0024 - SZ036 1
9 m.2861 A>G .0005 - Sz043 1
10 m.3083 T>C .0007 - Sz042 1
tRNA variants

1 m.5818 C>T .0003 - HC021 MT-TC 1
2 m.10050 A>G .0005 - HC021 MT-TG .99
3 m.15916 T>C .0005 - SZ035 MT-TT 1
4 m.15977 C>T .0003 - SZ055 MT-TP 1
5 m.15984 T>C .0001 - $Z025 MT-TP .98

N: number; AA: amino acid; Freq.: frequency of the variant in the European population; dbSNP ID:
Single Nucleotide Polymorphism database identifier; SZ: schizophrenia; HC: healthy control; MT:
mitochondrial; ATP6: ATP synthase subunit 6; ATP8: ATP synthase subunit 8; CO3: cytochrome ¢
oxidase subunit 3; ND5: NADH dehydrogenase subunit 5; RNR1: 12S ribosomal RNA; RNR2: 16S
ribosomal RNA; TC: tRNA-cysteine; TG: tRNA-glycine; TP: tRNA-proline; TT: tRNA-threonine.

The frequency of the variants was retrieved from 14,582 complete European human genomes
present in HmtDB in July 2019 (www.hmtdb.uniba.it).
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Supplementary Table S3. Haplogroups present in the study sample.

ID Haplogrup PO15 Tlal
Cci01 Hlela PO16 H6alb2
C105 T2c2 PO18 H1j
C106 Us5al P0O19 U5b3
c107 Ulal P020 W6a
C108 T2b6a P021 H1i
C109 H2a5al P022 K1a+T195C!
ci10 Vl1a P023 Hle
C113 J1c3el P024 H27
Cl14 u2d P025 u2d
C115 Udalb P026 Kladal
Cc116 ROa4 P027 T2b
c117 H2a2a P028 H3
C119 J1c3 P029 Hlc
C120 H5al P031 V
Cc121 H1 P032 HleS5
Cc123 H1j1 P033 H1j1
C125 H1 P034 Ubalal
C126 J2blal P035 Ueal
Cc127 H1lba P0O36 H5alcla
C128 HV0+T195C! P037 Hla3a
C129 Kladale P038 H56
C130 I1alb P039 H13ala
Ci131 Kladal P040 J1c8
C132 K1a+T195C! PO41 J2blal
C133 U5b2b P042 Kladal
C135 H4ala2 P043 H3b+G16129A!
C136 H4alala P0O44 USblg
C137 H3q P045 K1a+T195C!
C138 J1c2e PO46 R24
C139 HVOa P047 Kla
C140 K2blal P049 H1
P0O01 Ubalal PO50 H3ap
P002 Udal P052 H13alal
P0O04 USalble PO53 J1c2e
P0O05 T2b3b PO54 J1c2e
P0O06 N3 PO55 Tlal
PO07 u2d PO56 Hlela
P0O08 Klalb1l PO58 H1
P0O09 Tlal P0O59 Hlat
PO10 H5al P062 H3atl
PO11 U5b1l PO64 T2c2
PO12 H1j1 P0O65 H56
PO13 H1bx PO66 A2
P0O14 K1a+T195C!

L N )
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Supplementary Table S4: Estimated marginal means in lactate values depending on pharmacological treatments.

Basal lactate

%A lactate at 5 min

%A lactate at 10 min

%A lactate at 15 min

%A lactate at 30 min

Anticholinergics

Yes (N=12)
No (N=45)

R?=0.078; F=1.6; p=n.s.

R?=0.151; F=2.3; p<0.05

R?=0.182; F=2.5; p<0.05

R?=0.090; F=1.7; p=n.s.

R?=0.058; F=1.4; p=n.s.

EMM =+ SE F p EMM = SE F p EMM =+ SE F o EMM =+ SE F p EMM = SE F p
1.6+0.2 484 +11.5 59.3+13.7 57.9+15.8 17.3+11.0

0.3 n.s. 0.3 n.s. 0.4 n.s. 0.1 n.s. n.s.
1.5+0.1 412+5.6 50.0+6.8 51.2+8.1 14.7+5.3

Antidepressants

Yes (N=11)
No (N=46)

R?=0.085; F=1.7; p=n.s.

R?=0.147; F=2.27; p<0.05

R?=0.182; F=2.6; p<0.05

R?=0.118; F=1.9; p=0.09

R?=0.057; F=1.4; p=n.s.

EMM + SE F p EMM £ SE F p EMM % SE F o} EMM % SE F p EMM + SE F p
1.6+0.2 454 +12.4 65.2+15.3 73.0+17.8 154+53

0.7 n.s. 0.1 n.s. 0.9 n.s. 1.5 n.s. n.s.
1.5+0.1 42.1+5.6 487+ 6.6 480+ 7.8 14.4+£119

Mood stabilizers

Yes (N=19)
No (N=38)

R?=0.083; F=1.6; p=n.s.

R?=0.147; F=2.2; p<0.05

R?=0.176; F=2.4; p<0.05

R?=0.116; F=1.9; p=n.s.

R?=0.059; F=1.4; p=n.s.

EMM * SE F p EMM = SE F p EMM * SE F P EMM * SE F p EMM =+ SE F P
1.6+0.1 40.5+8.6 50.2+10.8 40.0+12.6 13.4+8.4

0.6 n.s. 0.1 n.s. 0 n.s. 1.4 n.s. 0.1 n.s.
1.5+0.1 43.8+6.0 524+7.4 58.7+8.5 16.2+5.9

Benzodiazepines

Yes (N=28)
No (N=29)

R?=0.087; F=1.7; p=n.s.

R?=0.157; F=2.3; p<0.05

R?=0.194; F=2.6; p<0.05

R?=0.108; F=1.8; p=n.s.

R?=0.086; F=1.6; p=n.s.

EMM * SE F p EMM = SE F p EMM * SE F P EMM * SE F p EMM =+ SE F P
1.6+0.1 387+7.1 453+ 8.5 45.4 +10.0 9.6+6.6

0.8 n.s. 0.6 n.s. 1.1 n.s. 1.0 n.s. 1.4 n.s.
1.4+0.1 46.6 £6.9 57.8+8.4 59.7+9.8 20.7+6.5

EMM: estimated marginal means; SE: standard error. Significant p values are shown in boldface.

Age, sex, BMI, MT-ND1 copy number, number of cigarettes/day, having or not a putative pathogenic variant in the mtDNA and physical activity of the last
three days were included as covariates in the general linear analysis when comparing lactate values between participants with and without pharmacological

treatment.
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High frequency of clinical conditions commonly associated with mitochondrial disorders in
schizophrenia.

Yolanda Alonso, Alba Valiente-Palleja, Begofia Verge, Elisabet Vilella, Lourdes Martorell.
Acta Neuropsychiatrica. 2020. 32(5):265-269.
DOI: 10.1017/neu.2020.16

R/

+* Antecedents:

Els pacients amb diagnostic d’ESQ presenten altres caracteristiques cliniques comorbides,
algunes de les quals estan relacionades amb alteracions mitocondrials. En aquest estudi hem
investigat la freqliéncia de CCAMMs en un grup de pacients amb ESQ i en un grup de persones
control.

@,

%+ Aportacions:

Les persones amb ESQ van presentar una major frequéncia de fatiga severa, convulsions,
restrenyiment i diabetis que les persones del grup control. La major presencia d’aquestes
CCAMMs en els pacients no va mostrar, aparentment, cap associacio al tractament farmacologic
en la mostra que hem analitzat.

< Aspectes a destacar:

La major freqliéncia de fatiga, convulsions, restrenyiment i diabetis en persones amb ESQ que
en controls suggereix que la disfuncié mitocondrial sistémica podria ser un dels mecanismes
implicats en |'etiopatogénia de I'ESQ.
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High frequency of clinical conditions commonly
associated with mitochondrial disorders in
schizophrenia

Yolanda Alonso®?, Alba Valiente-Palleja®? ©, Begona Verge'?, Elisabet Vilella¥?and

Lourdes Martorell*?2

University Hospital Institut Pere Mata, Health Research Institute Pere Virgili (IISPV), Rovira i Virgili University (URV),
Reus, Spain and 2Biomedical Network Research Centre on Mental Health (CIBERSAM), Madrid, Spain

Abstract

Objective: It has been hypothesised that neuropsychiatric symptoms, including psychosis, can
be the result of a milder brain bioenergetic defect produced by mitochondrial dysfunction; how-
ever, mitochondrial dysfunction can be present in other organs or systems. The aim of the study
was to investigate whether clinical conditions associated with mitochondrial disorders
(CAMDs)were frequently presentin schizophrenia. Methods: Apreviously used questionnaire
regarding the CAMDs was administered to patients and controls in a direct interview with a
trained psychiatrist. The frequencies of CAMDs in 164 patients with schizophrenia were com-
pared to those in 156 age- and sex-matched controls. Results: Severe fatigue, seizures, consti-
pation and diabetes were significantly more frequentin patients with schizophrenia than in
control subjects and apparently not related to pharmacological treatment. Conclusion: The
results of the present study suggest that multi-systemic mitochondrial dysfunction may be
an underlying mechanism involved inschizophrenia.

Significant outcomes

Clinical conditions associated with mitochondrial disorders are frequent in
schizophrenia.

Schizophrenia patients presented high levels of severe fatigue.

Seizures, severe fatigue and diabetes were frequent in a significant number of subjects with
a schizophrenia diagnosis.

Limitations

The present study was conducted with a relatively small number of cases.

The possibility ofbiasdue toconfoundingeffectsandunmeasured confounderscannot
be dismissed.

These results need replication in a larger group of patients with more specific diagnos-
tic tests.

Introduction

Schizophreniais a chronic and severe mental disorder affecting approximately 1% of the world-
wide population and is characterised by symptoms that include delusions, hallucinations, trou-
ble with thinking and concentration and lack of motivation. Evidence suggests thatitisa
complex disease, with genetic and environmental factors acting together in a complex process
to bring about schizophrenia (Davis et al., 2016). However, the underlying causal mechanisms
remain unknown, and, at present, schizophrenia is diagnosed based on a codified nosology of
symptoms (American Psychiatric Association, 2013). Research has pointed out a number of
pathophysiological mechanisms. For example, severallines of evidence suggest mitochondrial
dysfunction in schizophrenia, including deficits in complex I, deficits in bioenergetic metabo-
lism and a reduced number of mitochondria in post-mortem brain samples; for a review, see
Konradi and Ongiir (2017) and Roberts (2017). Mitochondria are the primary source of
energy, and given that the brain has very high metabolic requirements, it is highly sensitive
to mitochondrial dysfunction. Interestingly, a new coherent theory for neuropsychiatric dis-
orders suggests that psychiatric symptoms may be the result of a milder bioenergetic defect
produced by mitochondrial dysfunction (Wallace, 2017). Remarkably, psychiatric symptoms
were reported to be present in subjects who were later diagnosed with a mitochondrial
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Table 1. Characteristics of the participants

SCH, n =164 HC, n = 156 Statistics
Male sex, n (%) 98 (59.8) 94 (60.3) X%>=0.01; p = 0.93
Age in years, m = SD 42.8 +12.0 433 +12.5 t=0.52;p=0.70
BMI in kg/m?, m £ SD 279#5.1 245+3.1 t=-8.33; p < 0.001
Pharmacological treatment
Antipsychotics*, m £ SD 520 + 360 - -
Antidepressants, n (%) 40 (24.4) - -
Benzodiazepines, n (%) 78 (47.7) - -
Anticholinergics, n (%) 44 (26.8) — —
Mood stabilisers, n (%) 41 (25.0) - -
Substance use
Tobacco, n (%) 111 (67.7) 48 (30.8) X2 = 43.58; p < 0.001
Alcohol, n (%) 52 (31.7) 50 (32.0) X2= 0.00; p = 0.95
Cannabis, n (%) 36 (21.9) 0 -
Number of CAMDs, m # SD 40+3.1 27423 T=-4.21; p < 0.001

SCH, patients with schizophrenia; HC, healthy controls; n, number of cases; m, mean; SD, standard deviation; BMI, body mass index; CAMDs, conditions

associated with mitochondrial disorders.

*Antipsychotic drug doses converted into chlorpromazine equivalents in mg/day.

disorder (Rosebush etal., 2017). Mitochondrial disorders are a
clinically heterogeneous group of disorders that arise as a result
of dysfunction of the mitochondrial respiratory chain. They can
be caused by the mutation of genes encoded by either nuclear
DNA or mitochondrial DNA (mtDNA). While some mitochon-
drialdisordersaffect only asingle organ, manyinvolve multiple
organ systems and often present with prominent neurologic and
myopathic features (Chinnery, 2014). Recently, we reported that
specific conditions commonly associated with mitochondrial dis-
orders (CAMDs) are more frequent in individuals with autism
spectrum disorder and intellectual disability than in control sub-
jects (Valiente-Palleja et al., 2018). To date, however, no study has
examined the presence of CAMDs in patients with schizophrenia,
which is the objective of thisstudy.

Material and methods

This is a cross-sectional study conducted in adult patients with
schizophrenia and healthy controls. All participants were over
18 years old. Informed written consent was obtained from partic-
ipants after acomplete description of the study was provided in
accordance with the revised Helsinki Declaration. Ethical approval
was obtained from the local ethics committee.

Participants

The sample consisted of 164 unrelated patients with schizophrenia
(Diagnostic and statistical manual of mental disorders (4th ed.,
Text Revision) criteria) who visited the Hospital Universitari
Institut Pere Mata in Reus, Catalonia, Spain, and 156 control sub-
jects from the same geographical region, all of Caucasian origin.
The exclusion criteria were as follows: for patients, drug abuse,
and for control subjects, drug abuse and personal or first-degree
familial antecedents of affective or psychotic disorders. The char-
acteristics of the study subjects are presented in Table 1.
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Clinical assessments

Both groups of subjects completed, viaa directinterviewwitha
trained psychiatrist, a previously used questionnaire regarding
the CAMDs that covers the following categories: headache, bowel
function, soft tissues and fatigue, the nervous system, ears and eyes,
the endocrine system and the heart and blood vessels (Verge et al.,
2012; Valiente-Palleja et al.,2018).

Data analyses

Chi-square tests were used to compare the presence of CAMDs
between patients with schizophrenia and control subjects.
Characteristics of participants were compared by chi-square test
or t test depending on the nature of the variable. We used the
Mann-Whitney U non-parametric test to identify whether the
body mass index (BMI) differed between individuals with and
without diabetes, as the number of individuals presenting diabetes
was <12. The significance level was set atp <0.05. Data were proc-
essed using IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0 (IBM
Corp., Armonk, NY).

Results

The presentstudyfound thatsevere fatigue, seizures, diabetes and
constipation were significantly more frequent in patients with
schizophrenia than in control subjects. The frequencies of the
CAMDs and comparisons between the two groups are shown in
Table 2. When the sample was stratified by gender, severe fatigue
and constipation were more frequentamong the male patients, but
only severe fatigue was more frequent in the female patients com-
pared to the male and female controls, respectively. No control
subjects presented severe fatigue; however, it was present in 6%
and 18% of the male and female patients, respectively.

Table 2 shows that seizures were more frequent in patients
with schizophrenia, especially in male patients, than in control
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Table 2. Comparison of the CAMDs frequencies between patients with schizophrenia and controls

Males Females Total

CAMD SCH, n= 98 HC,n=94 1 SCH, n = 66 HC,n=62 p SCH, n= 164 HC, n= 156 p

Persistent headache 10 (10.2) 8(8.5) 0.439 16 (24.2) 25 (40.3) 0.039 26 (15.9) 33(21.2) 0.141
Migraine 6(6.1) 4(4.2) 0.400 6(9.0) 11 (17.7) 0.119 12 (7.3) 15 (9.6) 0.295
Constipation 24 (24.4) 3(3.2) <0.001 17 (25.7) 16 (25.8) 0.577 41 (25.0) 19 (12.2) 0.002
Diarrhoea 5(5.1) 4(4.2) 0.526 5(7.6) 1(1.6) 0.119 10 (6.1) 5(3.2) 0.169
Motion sickness 9(9.1) 6(6.4) 0.326 8(12.1) 11 (17.7) 0.260 17 (10.4) 17 (10.9) 0.510
Severe fatigue 6 (6.1) 0 0.016 12 (18.2) 0 <0.001 18 (11.0) 0 <0.001
Seizures 4(4.0) 0 0.066 2(3.0) 0 0.264 6(3.7) 0 0.017
Muscle weakness 7(7.1) 13(13.8) 0.100 9(13.6) 10 (16.1) 0.441 16 (9.8) 23 (14.7) 0.117
Hearing problems 4(4.0) 14 (14.9) 0.009 5(7.6) 4(6.5) 0.540 9(5.5) 18 (11.5) 0.040
Strabismus 5(5.1) 3(3.2) 0.384 4 (6.0) 0 0.070 9(5.5) 3(9.8) 0.082
Diabetes 6(6.1) 1(1.0) 0.066 6(9.0) 2(3.2) 0.158 12 (7.3) 3(1.9) 0.020
Hypertension 5(5.1) 10 (10.6) 0.123 8(12.1) 4(6.5) 0.214 13 (8.0) 14 (9.0) 0.446
Hyperlipidaemia 17 (17.3) 20 (21.3) 0.306 17 (25.7) 14 (22.6) 0.416 34 (20.7) 34 (21.8) 0.462

CAMDs, conditions associated with mitochondrial disorders; SCH, patients with schizophrenia; HC, healthy controls; n, number of cases.

The CAMDs data are shown as the number of subjects, n, and (%). Conditions with a significantly higher frequency in patients with schizophrenia than in control subjects are noted in boldface.

individuals. Four of the six patients with seizures experienced onset
in childhood and the other two in early adulthood. Regarding the
patients with seizures in early childhood, two presented absence
seizures continuing to this day and the other two had generalised
seizures. Regarding these last two patients, one had been treated
with antiepileptic drugs until the age of 18, suggesting that this
remission in adulthood was compatible with a diagnosis of child-
hood epilepsy, while the seizures in the other patient continued
into adulthood. Regarding the two patients with seizure onset in
adulthood, in one of them, the first seizures coincided with a cra-
nioencephalic trauma at the age of 18 and was ongoing. The other
patient presented some generalised seizure episodes that coincided
with the introduction of clozapine treatment; however, with anti-
epileptic usage, the seizures stopped. Remarkably, three of these six
patients with seizures presented their first psychotic symptoms
betweentheageof13and 16afterbeingdiagnosed with generalised
seizures, and another patient presented initial psychotic symptoms
atthe age of 8, while absence seizures first appeared at 9.

Table 2alsoshows thatdiabetes was more frequently presentin
patients with schizophrenia than in control individuals. The dia-
betes cases among both patients and controls were all type 2
diabetes. We investigated whether diabetes status was associated
with BMI and found that in the patient group, BMI was higher
in those who presented with diabetes than in those who did not,
with the difference reaching marginal significance (32.5+7.3and
27.4%5.1,respectively, p=0.059). This situation was not observed
in the control group, where the mean BMI was almost the same in
subjects presenting with and without diabetes (24.6+ 1.2 and 24.5 ¢
3.2, respectively, p = 0.821). However, in the combined sample,
diabetes status was significantly associated with BMI, with higher
meanvaluesinindividuals with diabetes (30.4+£7.1and 25.214.0,
p=0.026).

[tis noteworthy that the total number of CAMDs was higher in
patients with schizophrenia than in healthy controls (4.0 £3.1
and 2.7 £2.3, respectively, p <0.001). Moreover, no significant
differences were observed in the antipsychotic treatment
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(in equivalent doses of chlorpromazine) between subjects
presenting and non-presenting, respectively, the following
CAMDs: constipation (574+398and486+364,p=0.22),severe
fatigue (5623 +370and 520 +382,p=0.99), seizures (630 £ 369
and515+380,p=0.31),and diabetes (684 +425and 499 £ 368,
p=0.11). In addition, the number of patients taking antidepressants,
benzodiazepines, mood stabilisers or anticholinergics was not
different between those presenting and non-presenting these
conditions.

Discussion

Schizophrenia is frequently associated with other common medical
conditions, including cardiovascular diseases, metabolic disorders,
substance use disorders, infectious diseases and neurologic disor-
ders (Nasrallah, 2005). These comorbidities may be related to the
factthatpeoplewithaschizophreniadiagnosisdie 15-20yearsear-
lier than individuals from the general population (Crump et al.,
2013; Laursen efal., 2014). The present study was focused on
the analysis of CAMDs and identified that constipation, severe
fatigue, seizures and diabetes were more frequently present in
patients with schizophrenia than in healthy controls. Research
inthese fields is scarce; however, in a recent study, the prevalence
of constipation in schizophrenia was reported to be 31%, which is
higher than the 25% prevalence reported in our study (Virtanen
etal.,2017). Constipation is a frequent gastrointestinal manifesta-
tion of mitochondrial disorders and has been related to gastroin-
testinal dysmotility due to respiratory chain defects (Finsterer &
Frank, 2017). Moreover, antipsychotic-related constipation is a
common and serious adverse effect, especially for people receiving
clozapine but also for patients receiving other antipsychotic
drugs (De Hert et al., 2011). Constipation was firstdescribed
with typical antipsychotics mainly in association with the use of
anticholinergic agents, and currently, the suggested mechanism
whereby it occurs is gastrointestinal hypomotility. Specifically, this
hasbeen proposed for clozapine, as it is a multireceptorial atypical
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antipsychotic that has a high affinity for muscarinic cholinergic
receptors, acting as an antagonistic agent (Every-Palmer &
Newton-Howes, 2017). Remarkably, in addition to clozapine, most
other antipsychotics inhibited muscarinic receptors in a mouse
model (Obara et al., 2019). Nevertheless, the specific mechanism
and the prevalence of antipsychotic-related constipation are poorly
understood (Every-Palmer et al., 2019).

Regarding severe fatigue, we identified that 6% of the male
patients and 18% of the female patients exhibited this condition,
while no control subjects reported symptoms related to severe
fatigue, which may be in accordance with the clinically significant
levels of fatigue previously reported in 60% of patients with schizo-
phrenia (Waters et al., 2013). We have previously reported the
presence of severe fatigue in 7% of the mothers and 1% of the
fathers of patients with schizophrenia in a study, suggesting mito-
chondrialinheritance in schizophrenia (Vergeetal.,2012) and,
more recently, mtDNA depletion in a three-member family with
psychosis and chronic fatigue syndrome (Torrell et al., 2017).
Fatigueis acommon symptom of many clinical conditions or treat-
mentside effects thatrange in severity from mild toincapacitating;
however, it can also be a natural result of lifestyle factors, such as
lack of exercise or poor diet (Rosenthal et al., 2008). There are sev-
eral metabolic pathways, most ofwhich arelocated in the mito-
chondria, that are critical for brain and muscular functions
affecting mental functions, such as cognitive and psychological
processes, and physical activity. The brain, unlike muscle, is always
highly metabolically active, as it consumes approximately 3.5 ml
O, per minute and 100 gof tissue, while resting muscle consumes
only 1 ml O, per minute and 100 g of tissue (Tardy et al., 2020).
Therefore, the capacity for oxygen consumption of the brain may
be a mechanism explaining why we identified that patients with
schizophrenia present severe fatigue but not muscle weakness.

Aswith chronicfatigue, seizures were not presentinany control
subject but were significantly present in patients. Seizures are the
most common central nervous system abnormalities present in
mitochondrialdisorders, and mitochondrial dysfunction has been
proposedas theunderlyingcommon mechanism between epilepsy
and schizophrenia (Pieczenik & Neustadt, 2007). The complex
relationship between epilepsy and psychotic disorders has been
pointed out. Some studies reported that individuals with schizo-
phrenia have a two- to threefold increased risk of developing
epilepsy, with an incidence rate of 7 per 1000 person-years
(Agrawal & Mula, 2019). Therefore, patients with schizophrenia
are more likely than healthy individuals to have epilepsy, and
strong evidence of clustering of the association between epilepsy
and psychosis within families has been reported. Psychosis is
present in 2-7% of people with epilepsy (Maguire et al., 2018),
and patients with epilepsy have an almost eightfold increased risk
of psychosis. The prevalence of psychosisis higherin temporal
lobe epilepsy (Hiifneretal., 2015), with a prevalence range between
10%and 15% (Maguire et al., 2018). Interestingly, antipsychotics,
particularly clozapine, decrease the seizure threshold, and this
should be taken into account in medication plans in order to
prevent seizures in predisposed patients (Htfner et al., 2015).
However, some antiepileptic medications may worsen psychosis
(Maguire et al., 2018). The relationship between epilepsy and
psychosisis multifaceted and probably related to a wide range
of different mechanisms. It can be highlighted, for example, that
neuroimaging studies in schizophrenia have shown abnormalities
in brain networks overlapping those involved in temporal lobe
epilepsy, particularly in the amygdala and the hippocampus
(Agrawal & Mula, 2019).
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Regarding type 2 diabetes, this is known to be two- to threefold
more common in individuals with schizophrenia than in the
general population, though it is the most common metabolic dis-
easein the world today. Interestingly, it is also the most frequently
described endocrine disturbance in mitochondrial diseases (Chow
etal.,2017); and because of the central role mitochondria play in 8
cells by sensing glucose and mediating the suppression of insulin
secretion, it has been recently proposed that both mitochondrial
structure and dysfunction are directly involved in the pathogenesis
of type 2 diabetes by contributing to B-cell functioning (Las et al.,
2020). Mitochondrial dysfunction has also been noted in diabetic
cardiomyopathy as a result of obesity-induced insulin resistance
and type 2 diabetes (Makrecka-Kukaetal.,2019). High BMIscores
wereobserved in the patients with schizophrenia who participated
in the present study, which may be related to poor diet, sedentary
lifestyle, low socioeconomic status and antipsychotic medication.
Antipsychotic medication directly affects insulin sensitivity and
indirectly causes weight gain (Suvisaari et al., 2016). However, it
is important to highlight that the underlying characteristics of
thedisease, particularly the negative symptoms, mayalsocontrib-
ute to metabolic alterations. In fact, an increased prevalence of
metabolic syndrome has been observed in first episode and
drug-naive psychosis, suggesting that pleiotropic factors contribut-
ing to both schizophrenia and metabolic alterations may be
involved (Castillo et al., 2016).

Some of the conditions investigated are well known to present
gender differences in prevalence in the general population, thatis,
headache, migraine and constipation are more frequent in females,
and hypertension is more frequent in males, similar to the gender
differences observedin the present study. Itis also worth mention-
ing that the higher presence of constipation, severe fatigue, diabetes
and seizures in patients with schizophrenia may be related to anti-
psychotic treatment. Therefore, we evaluated whether psychophar-
macological treatment had an association with the presence of the
CAMDs that we identified more frequently in patients than in
healthy controls. No significant differences were observed in the
antipsychotic doses between subjects presenting and non-present-
ing the conditions. Similarly, we did not observe that patients
taking antidepressants, benzodiazepines, mood stabilisers or anti-
cholinergics exhibited more CAMDs than patients not taking each
of these pharmacological treatments. Finally, other conditions,
such as hypertension and hypercholesterolaemia, that may be
related to antipsychotic treatment were not more frequent in
patients with schizophrenia than in the control subjects in the
present study. Therefore, even though we cannot rule out that
pharmacological treatment is involved in the development of
medical comorbidities in schizophrenia, our results suggest that
the high presence of severe fatigue, seizures, constipation and dia-
betes in patients with schizophrenia is not associated with pharma-
cological treatment.

Several factors may contribute to the high comorbidity of many
physical and mental conditions in schizophrenia, including the
severity of schizophrenia itself, lack of physical activity, diet, sub-
stance use and antipsychotic treatment. On the other hand, several
molecular mechanisms other than mitochondrial dysfunction may
be responsible for the comorbidities observed in schizophrenia,
including gut microbiota, disturbed prenatal renin-angiotensin
system function, abnormalities in maternofoetal endocrine
exchange or prenatal undernutrition-related epigeneticregulation
of gene expression (Diesetetal., 2016; Nguyenet al.,2018). These
biological pathways interact with each other and with a varietyof
environmentalriskfactorsand maybeinvolvedin neurotransmitter,
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inflammatory, endothelial and hormonal abnormalities that are
present in schizophrenia. All these disease mechanisms may also
converge in mitochondria and are consistent with the increasingly
prevalent view that schizophrenia is a systemic disorder (Dieset
etal., 2016; Nguyen et al., 2018).

In summary, we identified specific CAMDs with a high fre-
quencyin patients with schizophrenia, supporting the hypothesis
that multi-systemic mitochondrial dysfunction may be an under-
lying mechanism involved in schizophrenia and CAMDs. This
should be investigated in future studies, in addition to whether
mitochondrial disorders are underdiagnosed in patients with
schizophrenia, as has been suggested.
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+* Antecedents:

S’ha proposat que la disfuncié mitocondrial esta implicada en I'etiologia de la SFC i també en
I’'ESQ. Aquest treball presenta els resultats d’'un estudi clinic, genétic i bioquimic en tres
membres d’una familia amb aparent heréncia materna de diverses afectacions. Les tres
persones estudiades eren una dona amb sindrome de fatiga cronica, la filla gran amb sindrome
de fatiga cronica i la filla petita amb ESQ i simptomes compatibles amb la sindrome de fatiga
cronica.

R/

«» Aportacions:

Les tres membres de la familia van mostrar un augment en els nivells de lactat durant la
realitzacié d’un exercici fisic d’intensitat moderada, un augment de la massa mitocondrial, un
menor contingut d’ADNmt, una menor activitat enzimatica mitocondrial, aixi com una menor
capacitat de consum d’oxigen; respecte a un grup de dones control. No es va detectar cap
mutacié ni en el genoma mitocondrial ni en gens nuclears relacionats amb la deplecié de
I’ADNmt que es van analitzar.

< Aspectes a destacar:

Aquests resultats suggereixen que les tres membres d’aquesta familia presenten una disfuncio
mitocondrial caracteritzada per l'alteracié de diversos biomarcadors. Tanmateix, aquesta
disfuncid no es va poder associar a la preséncia de mutacions en I’ADNmt o en els gens analitzats
de ’ADNn.
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Mitochondrial impairment is hypothesized to be involved in chronic fatigue syndrome (CFS) and
schizophrenia. We performed a clinical, genetic and functional mitochondrial study in a family
consisting of a female presenting schizophrenia in addition to CFS symptoms and her mother and
older sister, both presenting with CFS. The three family members showed higher blood lactate

levels, higher mitochondrial mass, lower mtDNA content and over- all lower mitochondrial

Keywords:

Chronic fatigue syndrome

Schizophrenia

Mitochondrial DNA

mtDNA

Mitochondrial respiratory chain complexes
mtDNA depletion

be further studied.

enzymatic activities and lower oxygen consumption capacities than healthy women. This family
presented mtDNA depletion; however, no mutation was identified neither in the mtDNA nor in the
nuclear genes related with mtDNA depletion, even though C16179A and T16519A variants should

© 2016 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.

1. Introduction

Chronicfatiguesyndrome (CFS)isacomplexillnesswithanestimat-
ed prevalence of 0.8 % (Johnston et al., 2013). Diagnosis consists of a list

Abbreviations: ATP, adenosine triphosphate; C100rf2, chromosome 10 open reading frame
2; CI, mitochondrial complex one; CII, mitochondrial complex two; CIII, mitochondrial complex
three; CIV, mitochondrial complex four; cDNA, complementary deoxyribonucleic acid; Cellox,
global endogenous substrate consumption; CFS, chronic fatigue syndrome; CPK, creatine
phosphokinase; CS, citrate synthase; DGUOK, deoxyguanosine kinase; DNA, deoxyribonucleic
acid; DSM-1V, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition; EDTA,
ethylenediaminetetraacetic acid; G3Pox, glyceraldehyde 3-phosphate oxidation; GMox,
glutamate malate oxidation; GUSB, glucuronidase beta; HPRT1, hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1; IPAQ, International Physical Activity Questionnaire; MPV17,
MpV17 mitochondrial inner membrane protein; MRC, mitochondrial respiratory chain; MRI,
magnetic resonance imaging; mtDNA, mitochondrial DNA; MT-ND1, mitochondrially encoded
NADH dehydrogenase 1; MT-ND4, mitochondrially encoded NADH dehydrogenase4; nDNA,
nuclear DNA; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; PGM, personal genome machine;
PMox, pyruvate malate oxidation; POLG, polymerase (DNA directed), gamma; qPCR,
quantitative polymerase chain reaction; RNA, ribonucleic acid; RNAse P, ribonuclease P;
RPPH1, ribonuclease P RN A component H1; RRM2B, ribonucleotide reductase M2 B; SCAN,
Schedules for Clinical Assessment in Neuropsychiatry; SD, standard deviation; SEM, standard
error of the mean; Sox, succinate oxidation; SPECT, single-photon emission computed

tomography; TK2, thymidine kinase 2, mitochondrial; YWHAZ, tyrosine3-monooxygenase.
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of symptoms that are often, but not always, present and that occur with
varying degrees of severity. For a CFS diagnosis, a patient might self-re-
port persistent or relapsing fatigue for atleast six consecutive months or
longer not caused by another medical condition and four or more of the
following symptoms: post-exertional malaise, impaired memory or
concentration, unrefreshing sleep, muscle pain, multi-joint pain with-
out redness or swelling, tender cervical or axillary lymph nodes, sore
throat or headache (Fukuda et al., 1994). Alterations in immune,
gastro-intestinal, genitourinary and autonomic function may be associ-
ated with this syndrome. Although the causes and pathophysiology of
CFSand the effectiveness of the few currently available treatments re-
main unknown, the central nervous system is most likely involved
(Holgate et al., 2011).

Schizophrenia is also a complex illness with a prevalence of approx-
imately 0.30-0.66% (McGrath et al., 2008). Schizophrenia is character-
ized by delusions, hallucinations, disorganized speech and behavior,
and other symptoms that cause social or occupational dysfunction. Cog-
nitive deficits and negative symptoms as social withdrawal, loss of mo-
tivation and initiative, self-neglect, emotional blunting, and paucity of
speech are frequently present. Medical illness is highly prevalent in
schizophrenia patients, and the mortality rates from medical illnesses
are elevated in comparison to the general population for a number of
disease categories, including infectious, respiratory, endocrine, gastro-
intestinal, and cardiovascular diseases (Leucht et al., 2007). The etiology
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of schizophrenia is poorly understood; however the heritability has
been estimated at 0.8 reflecting high genetic influence that interacts
with environmental factors such as early life adversity, growing up in
anurbanenvironment, minority group position and cannabis use (van
Os et al., 2010).

Mitochondria are key organelles necessary for energy production,
and their proper function is therefore crucial for tissues with high met-
abolic demand, such as the nervous system and skeletal and cardiac
muscles. Interestingly, mitochondria have their own genome, mito-
chondrial DNA (mtDNA), a 16,569-bp, double-strand, circular molecule
that contains the genetic information necessary for the synthesis of 13
essential polypeptides of the mitochondrial respiratory chain (Verge
et al., 2011). Mitochondrial dysfunction and mtDNA alterations have
been hypothesized to be involved in both CFS (Myhill et al., 2013;
Myhill et al., 2009; Vecchiet et al., 1996; Zhang et al., 1995) and schizo-
phrenia (Anglin et al., 2012; Ben-Shachar, 2002; Sequeira et al., 2012;
Torrell et al., 2013; Verge et al., 2011).

Here, we present a three-member family consisting of a proband
presenting schizophrenia and symptoms compatible with CFS and her
mother and older sister who present CFS, among multiple other condi-
tions. We hypothesized that mitochondrial dysfunction and mtDNA al-
terations are present in this family as an underlying mechanism
involved in both CFS and schizophrenia.

1. Case report

Ms. Z is a 29-year-old woman who fulfills the DSM-IV criteria for
schizophrenia. When she was 7 years old, she began presenting preju-
dice and paranoid delusional thoughts, behavioral disorder, and irrita-
bility, symptoms that were recurrently present until the date of this
study. At age 8, she began ambulatory psychiatric treatment, and at
18, she was admitted for the first of five psychiatric hospitalizations.
The patient's antipsychotic drug treatment resulted in significant side
effects and was changed several times, always with a partial response.
Ms. Z has a history of asthma, multiple allergies (penicillin, pollen, and
mites), and food intolerances (lactose, legumes, and gluten). She used
to swim regularly until she was 21 when she presented post-exertion
fatigue, muscle stiffness, and pain, with a slow recovery after exercise.
At the age of 23, Ms. Z presented an episode of ocular and vaginal muco-
sa dryness, difficulty in swallowing, respiratory distress, muscle cramps,
generalized arthralgia, intense asthenia, persistent constipation, sick-
ness, pollakiuria, sleep disturbances, and loss of memory. She was
then examined in the Internal Medicine and Neurological Department
at the hospital of Vall d'Hebron. Her electromyography activity, creatine
phosphokinase (CPK), lactate, pyruvate, and electroneurogram were
normal; therefore, muscle biopsy was not conducted. The electroen-
cephalogram,  magnetic imaging  (MRI), and
polysomnography results were also normal. Brain perfusion single-pho-
ton emission computed tomography (SPECT) resulted in less uptake in
the frontal left-side zone, with light extension to the right, suggesting
a degenerative process or bilateral frontal atrophy. At 25 years old, she
continued showing extreme asthenia, sickness, mucosa dryness, and
cognitive problems, and extensive blood tests were performed, includ-
ing an immunologic study that revealed antibodies against the zoster
and Epstein-Barr viruses and a low percentage of T4, T8, and suppressor
T8 lymphocytes. Although the electrocardiogram was normal, she pre-
sented presyncopal symptoms in the tilt test. Neurologic examination
did not identify any acute focalities; however, she presented a moderate
degree of dysexecutive syndrome, mild melokinetic apraxia, and some
anomie. At the age of 28 years, a neuropsychological study identified a
moderate cognitive deficit, with signs of cortico-subcortical dysfunction
with frontal predominance. At the time of this study, she was an outpa-
tient under pharmacological treatment consisting of 300 mg/day of clo-
zapine and regularly attended the Institut Pere Mata day center facility
for medical follow-up and rehabilitation work.

resonance

Ms. Z's mother is a 56-year-old woman who fulfills the Fukuda
criteria for CFS and has a wide medical history. She was diagnosed
with severe cervical dysplasia at 42 and Hashimoto thyroiditis at 47.
The next year, she presented with loss of memory and sleep distur-
bances as well as sensibility and strength alterations, with a general
slowdown; indeed, she presented slowing electroencephalographic ac-
tivity. Multiple complementary tests, including muscular biopsy, elec-
tromyography, and routine blood tests, were within the normal
ranges, whereas her viral serology and lymphocyte typing were not.
She presented antibodies against Epstein-Barr, herpes simplex, varicel-
la-zoster, cytomegalovirus, and Mycoplasma pneumoniae as well asa
low percentage of T4, T8, and suppressor and cytotoxic T8 lymphocytes.
MRI did not identify significant alterations; however, SPECT showed
hypo-uptake areas in the left posterior frontal region that were sugges-
tiveofaneurodegenerative process. Cognitivetestsrevealed amild cog-
nitiveimpairment. After repetitive episodes, spanning over more than
10 years, of loss of consciousness and normal echocardiogram and
Holter electrocardiography, a diagnosis of vasovagal syncope was
made. Ms. Z's mother has multiple allergies (cereals, bees, wasps, and
nickel) and several long-developing food intolerances, with sensitiza-
tiontogluten, producingrecurrentsymptoms of weightloss,abdominal
pain, and asthenia. She is also described as having Sjogren syndrome.

Ms. Z's sister is a 32-year-old woman who began to experience in-
creased fatigue and generalized pain coinciding with a stress period at
the age of 23 when she was diagnosed of CFS according to the Fukuda
criteria. She was also diagnosed with fibromyalgia at 27 years and has
multiple allergies and food intolerances.

Supplementary text 1 reports information regarding Ms. Z's father,
maternal grandmother and maternal uncles and aunts.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

We studied Ms. Z, Ms. Z's mother, and Ms. Z's sister and a control
group of 18 healthy women aged 23 to 71 years old with no personal
or familial antecedents of psychiatric symptoms or fatigue. Approval
for this study was obtained from the Clinical Research Ethics Committee
of Hospital Sant Joan de Reus. All participants except Ms. Z understood
the purpose of the study in accordance with the requirements of the
Declaration of Helsinki of 1975 (revised 1983) and provided written in-
formed consent after full explanation of the benefits and risks of partic-
ipation. Because Ms. Z is incapacitated, her mother provided consent for
her participation in the study. The three case members and the control
women did not present diabetes mellitus, acquired immunodeficiency
syndrome, cardiac ischemia, seizures, or liver pathology that could
alter their lactate values. Similarly, these individuals were not under
pharmacological treatment consisting of valproic acid, glucocorticoids,
anesthetics, salicylates, and oral contraceptives, which could alter mito-
chondrial function. The participants were not consuming drugs (tobac-
co, alcohol, cannabis, hallucinogens, cocaine, and opioids) before or at
the time of the study, with the exception of a control individual who
smoked approximately 5 cigarettes per day. Physical exploration did
not identify any significant alterations.

2.2. Interviews and questionnaires

The three participants and the control group completed a structured
clinical interview by a psychiatrist to provide clinical, socio-demograph-
ic and drug consumption data. A psychopathological examination was
performed by the Schedules for Clinical Assessment in Neuropsychiatry
(SCAN) (Vazquez-Barquero et al., 1994). The diagnosis of schizophrenia
was based on the DSM-1V criteria, and the diagnosis of CFS was based on
the Fukuda criteria. Because muscular exercise greatly influences the
anaerobic threshold and is related to mitochondrial function, only phys-
ically moderate or non-trained women as close to the three participants
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as possible were accepted as controls. The exercise practices and habits
of all the participants were obtained by the International Physical Activ-
ity Questionnaire (IPAQ) (Craig et al.,2003).

1.1. Blood collection and biochemical analyses during the lactate stress test

The fasting participants underwent venipuncture with the BD
Nexiva™ closed catheter system (BD Medical, Madrid, Spain) without
a tourniquet prior to the initiation of cycling at 8:00 a.m. The first
blood samples were then collected for DNA and RNA analyses, blood
counts, basic biochemistry, and basal lactate determination. After this,
the subjects were asked to pedal for 15 min at a consistent power of
30 W and 60 rpm on an electronically braked bicycle ergometer
(Optibike, Ergoline, Bitz, Germany). The blood pressure and heartrate
were monitored, and blood samples were drawn at 5, 10, and 15 min
after cycling began and also at 15 min after finishing the exercise. The
lactate levels were determined in each sample before cycling (0 min),
during cycling (5, 10, and 15 min), and after rest (30 min) using a
GEM® Premier™ 3000 Analyzer (IL, New York, US).

1.2. qPCR for mtDNA copy number quantification

Total DNA was extracted from leukocytes using the Gentra®
PureGene Cell kit (Qiagen, Barcelona, Spain) and quantified by spectro-
photometry (NanoDrop; Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). For
qPCR, wemeasured three mtDNA regions as target genes, the MT-ND1
and MT-ND4 genes and the 7S region located in the D-loop, and RPPH1
(corresponding to RNase P) as a single-copy nuclear reference gene, as
previously described (Torrell et al., 2013). The mtDNA content was ob-
tained as the ratio of the mitochondrial genome (number of copies) to
the nuclear genome (number of copies) (mtDNA/nDNA). This ratio
was then normalized to the activity of citrate synthase (CS), which is
commonly used as a quantitative enzyme marker for the presence of in-
tact mitochondria. The ratio (mtDNA/nDNA)/CS enzymatic activity has
been described as an indicator of the number of mtDNA copies per mi-
tochondrial content and has recently been reported as an indicator of
mtDNA depletion, whichisestablished when70% of themtDNA copies
have been eliminated (Navarro-Sastre et al., 2012).

1.3. RT-qPCR for mtDNA gene expression analyses

RNA wasisolated withthe PAXgene™ Blood RN A kit (Qiagen, Barce-
lona, Spain) from whole blood collected in PAXgene® tubes (Qiagen,
Barcelona, Spain). Total RNA (500 ng) was retro-transcribed into
c¢DNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life
Technologies, Madrid, Spain). Sixteen mtDNA transcripts (the 7S region,
13 corresponding to polypeptides, and 2 corresponding to ribosomal
genes) were quantified by validated TagMan gene expression assays
(Applied Biosystems, Madrid, Spain) as previously described (Torrell
etal., 2013). The geometric mean of three nuclear transcripts (HPRT1,
GUSB and YWHAZ genes), which we previously identified as the most
suitable in blood samples for schizophrenia and control subjects (data
not shown), was used as a reference for normalization. The values
were then normalized to the CS activity.

1.4. Next-generation sequencing (NGS)

1.4.1. NGS of mtDNA

mtDNA was amplified in two fragments of 8338 and 8647 bp using
previously described primers (Gunnarsdéttir etal., 2011). Long-range
PCR was performed using 10 ng of DNA with Expand Long Range
dNTPack (Roche, Barcelona, Spain), and the PCR products were purified
using the QIAquick PCR Purification kit (Qiagen, Barcelona, Spain) fol-
lowing themanufacturer'sinstructions. Lastly, the two PCRfragments
from eachindividual were mixed in equimolar ratios for the sequencing
protocol using the Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM)
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according to the manufacturer's user guide. Sequencing was performed
withthelon PGM 200 SequencingKit (Life Technologies, Madrid Spain)
onanlon314 chip. The sequencing data were analyzed and processed
with the Ion Torrent Variant Calling plugin based on SAMtools (Li et
al., 2009), IGV software (Robinson et al., 2011; Thorvaldsdéttir etal.,
2013), the HaploGrep algorithm (Kloss-Brandstitter et al., 2011),
Phylotree for global human mtDNA variation (van Oven and Kayser,
2009), and information provided by Mitomap (Ruiz-Pesini et al.,
2007) (www.mitomap.org). We used the humanrevised Cambridge se-
quence NC_012920 as the reference template to detect individual ge-
netic variants in the studied patients (Andrews et al., 1999).

1.4.2. NGS of nuclear genes

The entire coding region of nuclear genes that had been related with
mtDNA depletion syndrome (El-Hattab and Scaglia, 2013) (POLG,
C10orf2, RRM2B, MPV17 and TK2 was PCR enriched using GeneRead
DNAseq Custom Panel (Qiagen, Barcelona, Spain). The pool of PCR prod-
ucts was followed by DNA libraries preparation and massive parallel se-
quencing by MiSeq (Illumina Inc., Cambridge, UK). Sequence alignment,
variant calling and annotation were performed by MiSeq Control Soft-
ware (MCS), MiSeq Reporter (Illumina Inc., Cambridge, UK) and
GeneRead SeqVariant Analysis software (Qiagen, Barcelona, Spain).

1.5. Mitochondrial respiratory chain (MRC) measurements

Both the MRC enzymatic and oxidativeactivities were measured in
PBMCs isolated using a Ficoll density gradient from 20 ml of venous
blood collected in EDTA-vacutainer tubes. The mitochondrial complex
I (CI), complex II (CII), complex CIII (CIII), complex IV (CIV), and cit-
rate-synthase (CS) enzymatic activity were measured spectrophoto-
metrically following the national standardized methodology based on
the procedures of Medja et al. (Medja et al., 2009). In addition, the oxi-
dative activities of specific MRC complexes were measured with polar-
ography using a Clark oxygen electrode as has been described
(Chretien et al., 1994). In particular, the oxygen consumption rate was
determined via pyruvate malate oxidation (PMox) and glutamate ma-
late oxidation (GMox) for complex I, succinate oxidation (Sox) for com-
plexII, and glyceraldehyde 3-phosphate oxidation (G3Pox) for complex
III in permeabilized cells. However, the first determination was per-
formed withintact cellsasindicative of the global endogenous substrate
consumption (Cellox). All enzymatic and oxidative activities were nor-
malized to the CS activity to express each activity per mitochondrion.
Thetotal protein concentrationwasmeasured using the Pierce BCA Pro-
tein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain) following the
manufacturer's protocol and used as a loading control parameter in
order to normalize enzymatic or oxidativeactivities.

1.6. Statistical analyses

The mean and either SD or SEM were calculated using IBM SPSS Sta-
tistics for Windows, Version 19.0 (IBM Corp, Armonk, NY). The boxplots
were generated with GraphPad Prism version 5.00 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).

2. Results

The epidemiological and clinical data, blood count, basic biochemis-
try, and physical activity of the three participants and the control
women are given in Table 1.

2.1. Clinical study

The proband presented with a diagnosis of schizophrenia according
to the DSM-IV criteria and therefore could not be diagnosed with CFS;
however, she did present symptoms compatible with this syndrome.
Her mother and older sister presented with a diagnosis of CFS, but no
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Table 1

Clinical and epidemiological data of the three family members and healthy control women.

Ms. Z (SCH patient)

Ms. Z's sister (CFS

Ms. Z's mother (CFS Healthy women (mean #+

patient) patient) SD)
Epidemiological data
Age (y) 29 32 56 37 (¥10)
BMI (kg/m?) 19.92 23.14 20.28 21.97 (2.19)
Blood test levels
Biochemistry
Creatinine (mg/dl) 0.73 0.69 0.75 0.65 (£0.12)
Creatinine kinase (IU/1) 69 59 66 74 (£34)
Total bilirubin (mg/dl) 0.52 0.30 0.61 0.51 (+0.21)
AST (IU/1) 20 13 18 17 (£2)
ALT (IU/1) 15 10 14 12 (+3)
Total protein (g/dl) 6.8 6.6 6.4 6.9 (x0.3)
Albumin (g/dl) 4.7 4.4 4.5 4.5 (£0.2)
Hematology
Red cells (cells/ pl) 4.1 4.5 4.5 4.4 (+0.3)
Hemoglobin (g/dl) 12.5 13.2 12.8 12.9 (x0.9)
Hematocrit (%) 37.3 39.6 39.4 38.5 (+2.6)
Leukocytes (cells/ pl) 4.95 x 103 6.78 x 103 7.01 x 103 5.97 x 103 (£2.21 x 103)
Platelets (cells/ pl) 190 x 103 211 x 103 208 x 103 233 x 103 (£42 x 103)
Clinical disease data
Age at onset of symptoms (y) 7 23 48 -
Age at diagnosis (y) 18 30 49 -
Current percentage of disability 77 - 41 -
Current medication Clozapine 300 - - -
mg/day
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)
IPAQ-totals (MET min/w) 396 66 693 2298 (+1589)
Vigorous (min/w) 0 0 0 51 (+68)
Moderate (min/w) 0 0 0 98 (¥192)
Time spent walking (min/d) 20 20 30 60 (£50)
Time spent sitting (min/d) 540 600 300 450 (x110)

SD, standard deviation; y, years; BMI, body mass index; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; MET, multiples of the resting metabolic

rate; min, minutes; w, week; d, day.

a JPAQ-total (MET-minutes/week) = Vigorous (8 x minutes of vigorous activity/day * days per week) + Moderate (4 x minutes of moderate
activity/day x days) + Walking (3.3 x minutes of activity/day x days per week).

mental disorder was revealed by the SCAN interview. Regardless, de-
pression symptoms related to CFS were present in both the mother
and the sister. Ms. Z's mother presented a depressive mood and weep-
ing for two years, loss of self-confidence and self-esteem, social dysfunc-
tion, worries of catastrophes and death, and ideas of suicide and self-
injury in the SCAN interview as remarkable items at the moment of ex-
ploration. Ms. Z's sister's SCAN results reflected that she had previously
presented a lack of concentration and energy, depressive mood and
weeping, loss of self-esteem, punctual anxiety and phobia, and concern
and worries. However, these symptoms remitted after a brief psycho-
logical intervention, and pharmacological treatment was not required.
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1.1. Lactate stress test

Panel A of Fig. 1 outlines the lactate levels of the three family mem-
bers with respect to the controls. It is important to note that Ms. Z's
mother was not able to complete the exercise on the bicycle ergometer
and finished pedaling after 10 min rather than 15 min. Remarkably, she
was not able to pedal at 60 rpm, and her speed was near 40 rpm. The
stress test revealed that the schizophrenic patient exhibited baseline
lactatelevels within the first interquartile range of the controls, whereas
the sister and mother were near the median; however, within 5 min of
starting theexercise, thelactatelevels of all three soared above the third

Smin 10min 15min after rest

Lactate increase/decrase respect to basal (mmol/L)
b

® Ms. Z’s sister

Fig. 1. Lactate levels and alterations during the stress test. Panel A shows the lactate concentration during the lactate stress test, and Panel B shows the increase or decrease in lactate with
respect to the respective basal value. In both panels, the three family members are shown with symbols (square, triangle, and dot) connected by lines; the control women are shown in

boxplots.
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quartile obtained with the controls. Within 10 min of starting the exer-
cise, the lactate values of the three family members were above of those
of the controls. Because basal lactate levels can differ among individuals,
we measured the changes in lactate concentration with respect to their
respective baseline values and found that the relative lactate values in
the three family members were higher than those of the controls at 5,
10, and 15 min and after rest, as shown in panel B of Fig. 1.

1.1. Analysis of mtDNA

According to the mtDNA content, the three family members exhibit-
ed a similar and low number of mtDNA copies, ranging in the lower
quartile of the controls for all three analyzed mtDNA regions (Fig. 2,
panel A). In addition, panel B of Fig. 2 shows that these individuals
also presented a low (mtDNA/nDNA)/CS ratio, which was under the
first quartile range of the controls, indicating mtDNA depletion degree
of 74 & 2% (mean = SEM).

WedidnotobserveanyremarkablemtDNA geneexpression pattern
in the three women that differed from the controls, as indicated in Sup-
plementary Fig. 1A. However, when these values were normalized to
the mitochondrial mass, the three women showed a global reduction
in expression of 63% # 1% (mean * SEM) (Supplementary Fig. 1B).

The Ion PGM massive parallel sequencing of mtDNA reveled the
same 12 highly confident and homoplasmic variants among the three
women. Seven of these variants were haplogroup determining (leading
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Fig. 2. mtDNA content. Panel A indicates the mtDNA content expressed as the ratio of
mtDNA /nDNA for the three mtDNA regions analyzed. Panel B represents the mtDNA
content related to the mitochondrial mass as the ratio of (mtDNA/nDNA)/CS for the
three mtDNA regions assessed. The boxplots show the values of the control women, and
the symbols (square, triangle, and dot) represent each family member.

to H1 haplogroup), whereas the other five (G8865A, T9128C, C14004T,
C16179A and T16519A) were not. They did not correspond to any of the
mutations previously associated with mitochondrial diseases and were
reported in Mitomap. Supplementary text 2 reports information regard-
ing the variants. The potential effect of missense variants was predicted
by PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2013).

The analyses of the nuclear genes POLG, C10orf2, DGUOK, RRM2B,
MPV17 and TK2 did not reveal any reported variant associated with
mtDNA depletion.

1.2. Mitochondrial respiratory function

Itis important to note that all three family members showed higher
CS enzymatic activities compared to the healthy subjects (325% %100
increase), indicating an increased number of total mitochondria in
PBMCs (data not shown).

The MRC (I, CII, CllI and CIV enzymatic activities related to CS of the
three women were within or below the first quartile range of the con-
trols, suggesting a similar reduction in mitochondrial function of
62 + 13% (mean family value for MRC complexes + SEM) when com-
pared to the healthy women (arbitrarily assigned as 100%; Fig. 3,
Panel A).

According to the mitochondrial oxidative activities related to CS, the
endogenous cell oxygen consumption (Cellox), Cl-stimulated oxygen
consumption (GMox and PMox), and Clll-stimulated oxygen consump-
tion (G3Pox) of the PBMCs of the three family members were within or
below the first quartile range of controls (arbitrarily assigned as 100%;
Fig. 3, Panel B), suggesting a reduction in function of 66% =+ 7% (mean
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Fig. 3. Mitochondrial respiratory chain function. Panel A shows the CI, CII, Clll and CIV
enzymatic activities related to CS. Panel B indicates the different endogenous or
stimulated oxygen consumption related to CS. The boxplots represent the values of the
control women in both panels, and the symbols (square, triangle, and dot) represent
each family member.
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family value = SEM). Consequently, the capacity of the PBMCs from the
three women to consume oxygen was impaired. Interestingly, the CII-
stimulated oxidative (Sox) activity was within the normal range.

1. Discussion

The goal of this work was to identify whether mitochondrial genetic
and functional alterations could be an underlying mechanism in this
family presenting CFS and schizophrenia, besides other medical and

neurological conditions, by studying distinct mitochondrial parameters.
We observed that the three women displayed basal lactate levels
within the normal range of the controls when resting; however, these
values dramatically increased after 5 min of exercise. Moderate exercise
has been shown to increase lactate levels in some patients with primary

(Finsterer et al., 1998) or secondary (Garrabou et al., 2006) mitochon-
drial disorders. This lactate acidosis is caused by defective oxidative me-

tabolism with a reactive change from the aerobic to anaerobic
phosphorylation of ADP, and our results indicate that the three
women may exhibit defective oxidative metabolism when the energy
requirements are increased. Interestingly, in a cardiopulmonary stress
test performed in CFS and control subjects, the CFS patients reached
the anaerobic threshold at a much lower oxygen consumption than the
controls, implying an increase in blood lactate levels, accompanied by
decreased ATP levels and preserved CI and CII activities (Vermeulen
et al., 2010). Similarly, in a case-control study of physical fitness in
schizophrenia, the anaerobic threshold was lower in patients than
controls (Ostermann et al., 2012). Although blood lactate levels during
moderate exercise have not been studied in either CFS or schizo-
phrenia, elevated lactate levels have been described in the ventricular
areas of CFS patients (Shungu et al., 2012) and also in the cerebrospinal
fluid of schizophrenia patients when compared to control subjects
(Regenold et al., 2009).

According to the mtDNA copy number, the three family members
had a low number of mtDNA copies compared to the healthy control
group. Moreover, when the mtDNA copy numbers were expressed ac-
cording to the mitochondrial mass by referring to the CS activity, the
three women clearly showed mtDNA depletion. There is only one
study to date that has assessed the mtDNA copy number in PBMCs
from CFS patients, reporting a similar mtDNA copy number in patients
compared to control subjects (Castro-Marrero et al., 2013). However,
asthe methodology in that study was different from ours in the present
study, the data cannot be compared. The impossibility of comparing
mtDNA copy number databetween studies hasalready beenreported,
as have several issues that can significantly alter the accuracy of
mtDNA /nDNA values (Malik and Czajka, 2013). Accordingly, we en-
sured accuracy in the mtDNA copy number measurement. We deter-
mined three mtDNA gene regions instead of only one and selected a
single-copy nuclear reference gene; the mtDNA primers were located
inregions only found in mtDNA but notinnDNA, and serial dilutions
were performed to assure that dilution bias was not affecting the
mtDNA /nDNA values. Thus far, no study has evaluated the mtDNA
copy number in PBMCs from schizophrenia patients, and no differences
have been reported in post-mortem brain tissue (Sabunciyan et al.,
2007; Torrell et al., 2013).

Although these patients presented a variety of symptoms that can be
associated with mitochondrial disorders (e.g., gastrointestinal prob-
lems, muscle weakness, sleep disturbances, food allergies), we did not
identify any nucleotide substitution, insertion, or deletion either in the
mtDNA or in the nuclear genes POLG, C10orf2, DGUOK, RRM2B, MPV17
and TK2. Nonetheless, the presence of a mutation in other nuclear
genesinvolved in mtDNA replication cannot be ruled out, as the family
members clearly showed mtDNA depletion. Similarly, the mtDNA gene
expression of mitochondrial proteins or ribosomal RN As in this family
was within the range of that of the controls, though expression was
clearly reduced compared to the controls when the data were normal-
ized tothemitochondrialmass. Regardingthenon-haplogroupvariants,

for those corresponding to codon positions, they very likely do not have
an impact in the phenotype as they do not produce an amino acid
change (MT-ATP6, G8865A Vall13; MT-ND5, C14004T, Thr556) or the
amino acid change is considered benign by PolyPhen-2 (MT-ATP6,
T9128C, I1e201Thr). For those located in non-coding positions,
C16179A and T16519A are rare variants with a frequency in 30,589
human mtDNA sequences present in GenBank of 0.01% and with un-
known role. Therefore, further studies are needed to identify whether
they are implicated in mtDNA replication or transcription.

Moreover, the mitochondrial respiratory chain function appeared to
be impaired in concordance to previous reports (Burbaeva et al., 2011;
Toker and Agam, 2015). According to the enzymatic activities, there
was a partial reduction in the functioning of every complex in compar-
ison to the control women. No data on the blood samples of CES patients
have yet been published, and only one study analyzed specific mito-
chondrial complex enzymatic activities in muscle, with no differences
when compared to controls (Smits et al., 2011). However, increased
complex I activity has been reported in platelets from schizophrenia pa-
tients, and this complex I activity was later positively correlated with
the severity of positive psychotic symptoms (Ben-Shachar et al., 1999;
Dror et al, 2002), although diminished mitochondrial respiratory
chain enzymatic activity has been also reported (Burbaeva et al., 2011;
Toker and Agam, 2015). Interestingly, decreased CIII enzymatic activity
has been associated with exercise intolerance (Massie et al., 2010;
Mousson et al., 1995), and the same relationship was identified in all
three family members of the present study. It has been reported that de-
creased CI and CIII enzymatic activities can cause an accumulation of
free electrons, which produce reactive oxygen species (Andreazza,
2012). Evidence of increased oxidative stress has also been reported in
CFS patients (Castro-Marrero et al., 2013; Shungu et al., 2012), and it
has been hypothesized that oxidative stress can play a role in the
etiopathophysiology of CFS (Meeus et al., 2013; Shungu et al., 2012)
and also of schizophrenia (Andreazza, 2012; Bitanihirwe and Woo,
2011; Do et al.,, 2009; Prabakaran et al.,, 2004). Furthermore, even
though the initial response to oxidative stress is an increase in mtDNA
copy number, the prolonged accumulation of reactive oxygen species
is thought to lead to mtDNA depletion (Malik and Czajka, 2013). Addi-
tionally, antipsychotic treatment has been proposed to enhance MRC
CI deficiency and increase oxidative stress in schizophrenic patients,
leading to the manifestation of extrapyramidal disorders, particularly
for the classic neuroleptics (Casademont et al., 2007).

The oxidative activity of mitochondrial respiratory chain results cor-
related with those found in the enzymatic activity tests: the endoge-
nous oxidative capacity and single Cl-stimulated and ClII-stimulated
oxidative activities were decreased compared to the controls. According
to previous reports, these impairments could lead to a decrease in ATP
production and may explain the increased blood lactate level observed
during moderate exercise. Although stimulated oxidative capacity via
polarography has not been reported in CFS, a low efficiency of oxidative
phosphorylation via ATP production measurements in the PBMCs of CFS
patients has been described (Myhill et al., 2009), and these results were
later replicated and correlated with the severity of the illness (Booth et
al., 2012). Furthermore, one study reported low Cl-stimulated oxidative
activity in lymphoblastoids from schizophrenic patients when com-
pared to controls (Rosenfeld et al., 2011).

Itis important to note that the CS enzymatic activities in the three
patients were higher than those detected in the control subjects, indi-
cating an increase in mitochondrial mass. However, these findings are
not in accordance with those described in CFS because no differences
havebeenfoundin PBMC CSactivity when comparing CFS patients to
control subjects (Castro-Marrero et al., 2013; Vermeulen et al., 2010).
Additionally, no changes in CS activity have been reported in several
brain regions in relation to schizophrenia (Bubber et al., 2011; Maurer
etal., 2001), though this has not been studied in PBMCs. An increase
in mitochondrial mass can be explained by overstimulated mitochon-
drial biogenesis, a process that is regulated by several conditions, for
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Fig. 4. Hypothetical scenario. Schematic representation of the main results obtained in the three family members and healthy women according to mitochondrial mass, mtDNA content

and mitochondrial respiratory chain functioning.

example, energy demand, nutrient availability, exercise performance,
hormone signaling, caloric restriction, and circadian rhythm (Ventura-
Clapier et al., 2008). We hypothesized that, although the three patients
showed high CS activity, they also showed a low mtDNA content and
likely deficits in energy production that may activate mitochondrial bio-
genesis, as shown in Fig. 4. This clinical feature of increased mitochon-
drial biogenesis has been reported for primary mitochondrial diseases
(Wu et al., 2014) as an up-regulatory homeostatic mechanism devoted
to preserve mitochondrial function of tissues highly dependent on oxi-
dative phosphorylation and ATP production as muscle tissue and central
nervous system, the target tissue where SCF and psychosis are manifest-
ed. The mild phenotype of the three family members compared to sub-
jects affected by primary mitochondrial diseases may be explained by
increased ratios of mtDNA transcription, though this is merely
speculative.

Accordingto the overallresults, the three family members presented
blood biochemical features similar to those described in muscle in
encephalomyopathic mitochondrial depletion syndrome. This syn-
dromeis characterized by specific muscle alterations: increased blood
lactatelevels, decreased muscle mtDNA copy number, combined defi-
ciency of respiratory complexes], III, and IV, with normal complex Il ac-
tivity and increased number of mitochondria (El-Hattab and Scaglia,
2013). Although this syndrome appears in childhood, a mild form of
adult mitochondrial depletion syndrome has been theorized and pro-
posed to be considered in adults with severe tiredness, exercise intoler-
ance, and a family history mitochondrial disorder (Finsterer et al.,
2013), similar to the observations in the three family members of the
present study.

It has been described that psychotic symptoms may be a feature of a
mitochondrial disorder. Ms. Z exhibited the following features that
should alert a psychiatrist to consider a mitochondrial disorder: 1) ab-
normal neurologic investigations, 2) past medical history of multiple
medical problems affecting several organs, 3) significant family medical
history, and 4) treatment resistance or worsening clinical status with
psychotropic medications (Anglin et al., 2012).

We should mention some limitations of the study. First, regarding
physical activity, lack of physical activity, or even exercise intolerance,
is usual in both CFS and schizophrenia and may play a role in the dys-
functional mitochondrial phenotype present in the family members.
Unfortunately, it is difficult to elucidate whether lifestyle is a conse-
quence of the disease and therefore influencing the results of the
study. Second, regarding pharmacological treatment, except for the
proband, who was being treated with clozapine, the three family
members were not under pharmacological treatment at the time of
the study. However, the daily clozapine dose was 300 mg/day, and
it has been described that patients with similar doses of clozapine
do not present significant statistical differences in mitochondrial oxi-
dative and enzymatic activities when compared to non-treated sub-
jects (Casademont et al., 2007). Nevertheless, we cannot discard the

fact that any present or past effect of external agents may have
caused mitochondrial toxicity.

1. Conclusions

We found that the three family members presenting CFS accompa-
nied in one subject with psychotic symptoms, showed similar features:
blood lactate levels that dramatically increased after 5 min of exercise,
mitochondrial mass increased by 325% # 100, mtDNA depleted by
74% % 2, RNA expression reduced by 63% # 1, and MRC oxygen con-
sumption capacities and enzymatic activities that were 66% =+ 1 and
62% = 13 lower, respectively, than expected. However, no nucleotide
substitution, insertion, or deletion was identified in the mitochondrial
genomes of these women neither in the nuclear genes POLG, C10orf2,
DGUOK, RRM2B, MPV17 and TK2, which may have explained the de-
creased mtDNA content and consequent mitochondrial dysfunction,
even though C16179A and T16519A variants should be further studied.
Therefore, other genes must be responsible for the mitochondrial DNA
depletion and consequent mitochondrial dysfunction observed in this
family. The observed mitochondrial dysfunction that may be associated
with both illnesses or, at least, with the fatigue symptoms they all pre-
sented. Finally, we propose the suitability of the lactate stress test as a
non-invasive, easy, and affordable procedure to identify mitochondrial
impairment in patients presenting symptoms of chronic fatigue.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/doi:10.1016/j.mit0.2016.10.007.
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MATERIAL SUPLEMENTARI PUBLICACIO 4:

- Supplementary text 1:
Information regarding the family

Ms. Z’'s father is 57 years old and has no relationship with his ex-wife and daughters.
However, Ms. Z’s mother stated that he suffered from alcohol dependence, with
uncontrolled impulses and certain personality traits of aggressiveness, which had not
been treated by any specialist prior to their divorce. No other somatic or psychiatric
information was available for him or other paternal relatives. Ms. Z's maternal
grandmother is 87 years old and has also been affected by several somatic processes,
including hepatitis, irritable colon syndrome, Sjégren syndrome, carotid aneurysm, and
tendon and articular pathology that could be related to CFS. Last year, she developed
dementia of unknown etiology, with a rapid functional decline. Finally, Ms. Z’s maternal
uncles and aunts (a total of 13) have different degrees of tendinitis, hypothyroidism,
intestinal disorders, memory disturbances and fatigue, though they have not been
diagnosed with any specific disease, with the exception of a maternal aunt who has been
reported to suffer from an unspecified psychotic disorder.

- Supplementary text 2:

Information regarding the mtDNA variants present in the three family members:

Variant Locus Codon Amino acid  Frequencyin  PolyPhen-2

change GenBank score
G8865A MT-ATP6 113 Val-Val 110/30179 -
T9128C MT-ATP6 201 lle-Thr 59/30181 0 (benign)
C14004T1 MT-ND5 556 Thr-Thr 7/30182 -
C16179A  MT-HV1 - - 5/30170 -
T16519A Control region - - 3/30096 -
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VIl. DISCUSSIO

La implicacié mitocondrial en la etiopatogénia dels TN estudiats, ESQ, TEA i DI, ha estat
ampliament proposada i també s’ha recollit evidéncia de la implicacié d’aquest organul en altres
trastorns psiquiatrics com TDAH o TB, entre d’altres 6566116163 Tot j aixi, hi ha escassos estudis
que demostrin la seva implicacié directa en la clinica d’aquests i, en alguns casos, els diversos
resultats publicats sén dificils de comparar entre ells a causa de les diferencies metodologiques
o de les diferencies en la mostra recollida o el teixit estudiat. Els estudis que formen part d'aquest

treball han tingut per objectiu aportar més dades del paper del mitocondri en els TN estudiats.

El mitocondri té un rol central en diversos processos i activitats rellevants relacionades amb la
condicié humana com, per exemple, I'envelliment!%17¢ o 'exercici fisic}””1’® i també en processos
patologics com poden ser el cancer, les malalties cardiovasculars, I'obesitat, la diabetis, la

infertilitat i en malalties neurodegeneratives com I'Alzheimer i el Parkinson, entre d’altres!’®-18,

Degut a la manca de conclusions que expliquin de manera holistica I'etiologia de moltes malalties
i, més concretament, dels trastorns mentals, en els ultims anys també s’ha posat el focus en la
importancia no només de les estructures anatomiques sind del funcionament cel-lular i,
especialment, en el del metabolisme energétic i per tant, en el mitocondri®. A més, el cervell és
un dels teixits del cos huma amb un nombre més elevat de mitocondris que, entre molts d’altres,
generen radicals lliures i ROS; metabolits propis de les reaccions mitocondrials que sén claus per
explicar alguns processos vitals tant fisioldgics com patologics!®®. Degut als seus requeriments
energetics, el mitocondri és el primer organul que notara les conseqiiencies en cas d’una possible
disfunciéd del mateix, veient limitat I'abastiment energétic fisiologic que podria traduir-se
clinicament amb simptomatologia neurologica i/o psiquiatrica. Concretament en aquest ambit
de la neuropsiquiatria, s’ha demostrat que l'alteracié de la funcié mitocondrial pot afectar a
processos cel-lulars clau, alterant també el funcionament sinaptic i contribuint als canvis atrofics
que porten al deteriorament cognitiu habitual en I'evolucié d’algunes malalties psiquiatriques'®’.
Aixi doncs, la capacitat de modular la funcié mitocondrial podria tenir un paper important, no
només en la regulaciod de les sinapsis, sind també en la resistencia cel-lular dels circuits neuronals
que intervenen en la regulacié de funcions cerebrals complexes d’ordre superior com, per
exemple, la cognicid, perd també processos relacionats amb aquesta com l'afecte, la percepcid i
el comportament. Es per tot aix0, que els mecanismes bioenergétics, 'ADNmt i la interaccié
d’aquest amb I’ADNn estan esdevenint factors crucials per a entendre I'etiopatogénia i, per

extensio, alguns simptomes comuns a molts dels trastorns neuropsiquiatrics coneguts.

Tot i poder afirmar que l'etiopatogenia dels trastorns psiquiatrics és multifactorial i poligenica i
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que els factors implicats actuen de manera sumatoria, el que sabem fins ara és incomplet i
imprecis'®’. S’ha demostrat que molts trastorns psiquiatrics comparteixen el mateix substrat
biologic alhora que comparteixen diverses variants genetiques de risc; aix0 evidéncia que els
seus limits diagnostics categorials actuals no reflecteixen diferents processos patologics
subjacents, almenys a nivell genéetic. Aquesta naturalesa profundament interconnectada de
molts trastorns psiquiatrics posa de manifest la necessitat de replantejar-nos limits diagnostics,
aixi com de seguir redefinint la taxonomia psiquiatrica®®. Per exemple, variants de risc es
superposen en ESQ, TDM, TDAH i en TB, cosa que reforga la possible naturalesa espectral
d’aquests trastorns i contrasta amb la clara diferenciacié categorial de I'actualitat. Aquest mateix
patré es repeteix en altres trastorns psiquiatrics, com TEA i DI, entre d’altres. Aquest nou enfoc
espectral en la psiquiatria, tant el bioenergétic com el genétic, portaria no només a reduir
I’heterogeneitat diagnostica, sind també a optimitzar el diagnostic i el tractament dels trastorns

psiquiatrics®.

+* Condicions Clinigues Associades a Malalties Mitocondrials

(CCAMMSs)

En general, les persones amb un diagnostic de trastorn mental presenten pitjor salut fisica i

major mortalitat que les que no estan afectades per aquests trastorns, especialment aquelles
que pateixen trastorns mentals severs com el TEA o 'ESQ*®>!%°, Els nostres resultats van en la
mateixa linia i assenyalen que les persones amb TEA, DI i ESQ presenten pitjor salut donat que
presenten un augment de signes, simptomes i quadres clinics tipics de les malalties

mitocondrials.

En persones amb DI s’han recollit, coincidint amb les nostres dades, un major nombre de
caracteristiques comorbides, entre les que destaquen les alteracions visuals, dentals i auditives,
aixi com un major nombre de malalties psiquiatriques**®1. Cal destacar pero, que el nombre
d’estudis en aquesta poblacié és molt menor si el comparem amb la literatura publicada de
comorbiditats amb TEA. Tot i aixi, els percentatges de condicions comorbides tant de DI com de
TEA sén molt variables en funcié de la metodologia emprada en cada estudi i de la poblacié
seleccionada i sovint es fa dificil de comparar-les. També sén escassos els estudis que han avaluat
la preséncia de CCAMMs en ESQ. No obstant, hi ha alguns treballs que demostren una pitjor
condicid fisica i de salut general en aquest trastorn'®2, De fet, una dada rellevant, és que els
pacients amb ESQ presenten una mortalitat prematura d’uns 15-20 anys abans respecte la
poblacié general'®*1%4 En la literatura també es recull una major prevalenca d’algunes CCAMMs:
epilépsial®, simptomatologia GI**®, factors de risc metabolic i cardiovascular’®’, hipertensid i
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198 aixi com també altres malalties neuroldogiques, metaboliques,

cardiopatia isquémica
infeccioses i trastorns per abus de substancies!®. En linia amb aquests treballs, el nostre estudi
també va identificar que les persones amb ESQ presentaven amb major freqiiéncia algunes
CCAMMs respecte a les persones control. Concretament, van ser més freqlients restrenyiment,
fatiga severa, convulsions i diabetis. En el nostre treball amb DI i TEA, i en la mateixa linia que la
literatura revisada, vam identificar restrenyiment, edema, convulsions, alteracions de la visid,
estrabisme i incontinéncia d’esfinters com a condicions comorbides més freqiients presents en
persones amb DI i DI i TEA respecte a poblacié control. El restrenyiment, les convulsions i la
incontineéncia d’esfinters van ser més freqiients en persones diagnosticades de DI amb TEA que
en subjectes amb DI sense TEA; mentre que la preséncia d’edema en extremitats i les alteracions
de la visié eren més freqiients en subjectes amb DI sense TEA que en subjectes amb DI amb TEA.
Cal destacar que les persones amb DI sense TEA del nostre treball presentaven 12 anys més de
mitjana respecte a les del grup de TEA+DI, podent explicar aixi algunes de les diferéncies que es
van posar de manifest entre aquests dos grups. També cal destacar que la DI va ser més severa
en pacients amb TEA que en aquells que només presentaven Dl i que van presentar xifres majors
de restrenyiment, convulsions i incontinéncia d’esfinters a major severitat de la DI, també d’acord
amb la literatura. Les persones amb TEA, amb o sense DI comorbida, també presenten major risc
de morbiditat mdltiple, tant en termes de salut fisica com mental®®, Estudis recents no homés
recolzen aquest fet, sind que, a més, indiquen que la major morbiditat en TEA va augmentant
amb l'edat?®!, La nostra mostra és de poblacié adulta i aixd podria explicar, entre altres factors,
les xifres més elevades de simptomatologia comorbida. Hi ha nombrosos treballs que recullen
diverses comorbiditats en TEA, com trastorns de la son, epilépsia, disfuncié Gl, trastorns motors,
alteracions en el metabolisme i comorbiditats psiquiatriques?®??%, Les persones amb TEA també
presenten alteracions immunologiques?®?. Si bé la majoria de dades recollides al respecte sén de
poblacié infantil, s’entén que aquestes alteracions persistiran fins a I'edat adulta, i aixi ho
demostren els escassos treballs en aquest sentit que apareixen en la literatura?*2%, Existeixen
algunes dades en cohorts d’adults amb TEA que apunten a una major freqiiencia de condicions
mediques associades, major numero d’hospitalitzacions al llarg de la vida, aixi com més
intervencions quirdrgiques. Aquestes xifres sén majors en dones i en persones amb obesitat?%,
S’ha identificat, també, en poblacié adulta amb TEA una major prevalenca de malalties i de
factors de risc cardiovascular (sobrepeés o obesitat, diabetis i hiperlipidemia); aixi com alteracions
motores, hipotiroidisme, trastorns neurologics, malalties immunologiques, alteracions de la son,

Gl i trastorns psiquiatrics®?.

Les convulsions son el simptoma neurologic més freqiient en les malalties mitocondrials i s’esta
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aprofundint en identificar mecanismes etioldgics comuns en ambdues patologies®”’. La literatura
estableix que la preséncia d’epilépsia en TEA és d’entre un 22% i un 38%2°%2%8 comparat amb un
2'2% en poblacié general hospitalitzada®®. S’han identificat com a factors de risc d’epilépsia en
TEA: tenir 13 anys o més, tenir un Cl baix, unes habilitats de llenguatge escasses, historia de
regressio en el desenvolupament i simptomes de TEA sever??, alguns d’ells ja assenyalats en la
nostra poblacié. S’ha suggerit que aquesta associacid podria explicar-se per un o diversos factors
causals comuns, és a dir, que I'epilépsia i el TEA estiguin causats per alteracions compartides a
nivell cerebral?'®. S’han detectat alteracions genétiques comunes en TEA i epilépsia, per exemple,
duplicacions del locus 15q11-13 o la CNV 15q13%'%. També s’han identificat altres CNVs en gens
relacionats préviament amb epilépsia en persones amb TEA?127214 | 3 prevaléncia de convulsions
en els pacients del nostre estudi son un 63'9% en TEA+DI i un 42’6% en DI sense TEA; més altes
que la descrita en altres estudis que és d’un 35’9% en TEA+DI i 16’5% en TEA sense DI?®!; pero
cal tenir en compte que la nostra mostra, a diferéncia de les descrites, esta formada per poblacié
adulta i amb una DI severa o profunda. Les convulsions també eren presents en en un 3’7% dels
pacients amb ESQ de la nostra mostra. Alguns estudis apunten que les persones amb ESQ tenen
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de dues a tres vegades més risc de patir epilépsia“>, mentre que la preséncia de simptomes

195

psicotics en persones que pateixen epilepsia és d’entre un 2 i un 7%"°. Aquestes xifres

coincideixen amb les identificades en la nostra mostra.

En relacid als trastorns Gl, I'estudi de Jones?%®

recull que un 59% dels pacients amb TEA pateixen
algun trastorn Gl. Sén freqlents el restrenyiment, aixi com colitis i duodenitis, que podrien estar
relacionades amb una alteracié de I'epiteli intestinal que s’ha observat en pacients amb TEA2,
L'estudi de Kang, amb una cohort de 164 nens amb TEA, reporta un 49% dels participants amb
una o més molésties Gl croniques, un 22% amb diarrea i un 26% amb restrenyiment, un 13%
amb inflor abdominal i/o gasos i un 10% amb vomits o problemes de reflux Gl. Es important
destacar que la disfuncid Gl es va associar de manera significativa amb trastorns de la son i amb
intolerancies alimentaries en infants amb TEA2Y. El restrenyiment és el simptoma Gl que més
freqlient en el nostre estudi essent d’'un 73'8% en TEA+DI i un 57°4% en DI sense TEA. Altres
estudis recullen xifres més baixes d’un 26’6% en TEA+DI i d’'un 7'6% en TEA sense DI?°1, Aquestes
xifres podrien ser més elevades en el nostre estudi no només per I'edat i caracteristiques de la
mostra, sind també pel fet que es tracta de persones institucionalitzades i, en alguns casos, amb
limitacions de l'activitat fisica. El restrenyiment també és una manifestacio Gl freqient amb
persones amb ESQ i s’ha relacionat amb la dismotilitat GI deguda a alteracions en la cadena

respiratdria mitocondrial®!8, tot i que hi hauria altres factors que podrien contribuir-hi, per

exemple, la medicacid antipsicotica?'®. Tot i aixi, la prevalenca i els mecanismes que expliquen
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aquesta relacid no estan clars encara?®. Algunes dades de restrenyiment en persones amb ESQ

196

indiquen que aquesta és present en un del 31%"°°, un valor superior al del nostre estudi que és

del 25% pero igualment major que en poblacié control.

Pel que fa a la fatiga severa vam identificar que era present en un 11% dels pacients amb ESQ;
un percentatge superior al de la poblacié control i, sobretot, en el grup de sexe femeni (un 18%
en dones i un 6% en homes). Tot i aixi, el percentatge va ser menor que en un estudi previ que
es va fixar en el 60%%21. Un estudi anterior del nostre grup de recerca, que suggereix una heréncia
mitocondrial de I'ESQ, va reportar fatiga severa en un 7% de les mares i en un 1% dels pares de
persones amb ESQ?%. En els pacient amb DI i en els de TEA i DI de la nostra mostra, la fatiga no
va poder ser valorada degut a les dificultats comunicatives dels pacients, aixi com a l'existéncia

de menys signes objectius que puguin ser identificats per les persones que en tenen cura.

També hi ha treballs que han estudiat alguns factors que formen part dels items que inclou la
sindrome metabolica. Les xifres d’obesitat en TEA es troben lleugerament per sobre de la
poblacié general??%%2%j aixd podria tenir a veure, entre altres factors, amb el menor exercici fisic
gue es pressuposa que duen a terme nens i adolescents amb TEA. Contrariament, altres estudis
recullen valors de pes en poblacié TEA significativament per sota de la poblacié general?®. En el
nostre estudi les persones amb DI tenien un IMC significativament per sobre de I'IlMC de les
persones control mentre que el grup de persones amb TEA+DI tenien un IMC lleugerament
superior respecte als controls. Aquest resultats podrien explicar-se per una menor realitzacid
d’exercici, aixi com uns pitjors habits d’alimentacid, pero de nou, els resultats tornen a ser de
dificil comparacié per les caracteristiques de la nostra mostra. Les nostres dades també van
mostrar una major freqiiencia d’HTA i diabetis mellitus (DM), especialment en el grup de Dl sense
TEA, pero no arribant a ser valors estadisticament significatius. Curiosament, a I'agrupar tots els
trastorns endocrinologics (DM i tiroidals, basicament) el grup amb DI tenia valors per sobre del
grup control i del grup de TEA, presentant aquest ultim valors inferiors als grup control. La

225 j trobem que és

literatura ens diu que la DM és la més freqiient en les malalties mitocondrials
de 2 a 3 vegades més freqiient en persones amb ESQ que en poblacid general??. En el nostre
estudi, les persones amb ESQ presenten DM2 en un 7’3% dels casos en comparaciéo amb la
poblacié control que és d’un 1'9%. També vam observar un IMC més alt en les persones amb
ESQ, que pot estar relacionat amb altres factors com habits de dieta menys saludables, un estil
de vida sedentari, un pitjor estat socioeconomic, aixi com amb I’Us de medicacid antipsicotica;
que afectaria directament la sensibilitat a la insulina causant indirectament un augment de

pes??®. Es important destacar que vam estudiar la possible associacié de la medicacié amb

aquests resultats, sense poder identificar diferéncies estadisticament significatives en la
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preséncia de diabetis entre els pacients que prenien medicacié i els que no en prenien, tampoc
vam detectar diferéncies en funcié de la dosi. Aquests resultats estarien en linia amb alguns
estudis en pacients amb simptomatologia psicotica no tractada amb farmacs en els quals s’ha
observat una major prevalenca de sindrome metabolic??’. Hem d’afegir a aquestes troballes que
la hipertensié i la hipercolesterolemia, que podrien dependre també de I'dUs de medicacio, no
van ser més freqlients en pacients amb ESQ que en poblacié general. Aixi, tot i que no podem
descartar la influéncia de la medicacio en els resultats del nostre estudi, la major prevalenca de
restrenyiment, fatiga severa, convulsions i diabetis en els pacients amb ESQ no es pot associar

Unicament al tractament farmacologic.

Respecte a les alteracions relacionades amb el son en TEA la prevalenca difereix segons I'estudi.
En alguns, es troba al voltant del 80% d’infants amb TEA22-21j | voltant del 41%2% o del 20%23?
en altres. Tot i aixi, en tots els treballs publicats fins a la data mostren xifres superiors que en
poblacié general. Sembla ser que les alteracions relacionades amb el son sén directament
proporcionals a la severitat dels simptomes de TEA?33234j aixd posa de manifest que la severitat
és el predictor més potent de problemes en el son; aixi doncs, menys hores de son per nit,
parasomnies i/o trastorns de respiracié durant la son prediuen una major severitat de TEA23%235,
En el nostre treball no vam recollir I'insomni i les alteracions de la son en les dades inicials, pero
és rellevant destacar que més d’un terg dels pacients de I'estudi precisaven d’una medicacio

considerada hipnotica cosa que reforcaria els resultats d’altres treballs.

Altres CCAMMs presents en persones amb TEA i DI son les alteracions en els organs dels sentits.
En el nostre estudi, el grup de pacients amb TEA+DI presentaven un major percentatge
d’alteracions en la visid (18%) i estrabisme (10°7%) respecte als controls (5'4% i 1’8%), pero xifres
menors respecte el grup de DI sense TEA (33'9% i 13%, respectivament). En un estudi de tota la
poblacié adulta amb TEA a Escocia®®, amb un 29°4% amb DI, mostra que en un 14'1%
presentaven sordesa o pérdua d'oida i un 12'1% ceguesa o pérdua de visio, xifres superiors a
poblacié control i similars a les del nostre estudi. Ambdues comorbiditats eren superiors en el
grup de dones que en el dhomes amb TEA. Aquesta diferéncia entre sexes no és una dada
aillada. Moltes de les condicions comorbides sén més freqiientment diagnosticades en dones
que en homes; perd en tots dos sexes tenen un risc més elevat que la poblacié general?2.

Curiosament en l'estudi amb pacients amb ESQ l'estrabisme i les alteracions auditives van ser

més freqlients en els controls, sense significacid estadistica.

Les alteracions socials i de comunicacié inherents a alguns TN poden disminuir I'accés a
I'assisténcia sanitaria o dificultar el diagnostic i/o la prevencid per la dificultat que presenten

alguns pacients d’identificar com explicar els simptomes que pateixen. Laillament i la falta
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d’espais adaptats pot ser una barrera a I’hora de fer activitat fisica i I'extremada sensibilitat
d’algunes persones amb TEA a la textura, temperatura, color i/o olor dels aliments pot
condicionar el tipus de dieta. Hi ha estudis que revelen que els nens que pateixen TN no realitzen
nivells adequats d’activitat fisica de forma diaria?®’. També cal tenir en compte I'is de
medicacions psiquiatriques que poden contribuir a la sindrome metabolica i a altres efectes
secundaris, a més de l'envelliment accelerat per una vulnerabilitat biologica propia d’aquests
trastorns, com s’ha demostrat en la sindrome de Down o en la de I’X fragil?®®. En la nostra mostra
de TEA i DI no només sdn persones de mitjana edat, sind que sén persones institucionalitzades i
la majoria sota tractament farmacologic, de gravetat clinica severa i amb alteracions a nivell del

sistema locomotor.

En el cas de TEA i DI, la majoria d’estudis es duen a terme en poblacié infantil; la nostra mostra
esta formada per pacients adults, cosa que, tot i aportar informacié en un camp de la investigacié
no molt desenvolupat fins ara, també fa que els resultats siguin dificilment comparables.
Considerem necessaris la realitzacié de més estudis en poblacié adulta, aixi com augmentar la
mostra de I'estudi present, per tal de reforcar els resultats obtinguts. A més, la nostra mostra
esta formada per pacients de llarga evolucid de les tres patologies que estudiem, ESQ, TEA i DI.
En el cas de la DI s’hi afegeix que els pacients la presenten en grau sever i profund. El perfil clinic
i la gravetat dels trastorns que estudiem fa necessari tenir en compte que la funcié mitocondrial
pot estar influida pel fet que han usat medicacié diversa i a diferents dosis durant molt temps.
Tot i aixi, la influéncia de la medicacid psicotropa en la funcié mitocondrial esta estudiada

majoritariament en models animals i els resultats sén inconcloents.?39-24

En resum, hem identificat una major freqiiencia de CCAMMs en alguns TN com TEA, DI i ESQ.
Resulta, doncs, imprescindible que en el moment que hi ha la sospita o es diagnostica un
d’aquests trastorns es valori la simptomatologia fisica acompanyant amb una exhaustiva
anamnesi i exploracié fisica, aixi com també es descartin de manera proactiva diagnostics
psiquiatrics comorbids. La major freqliencia de CCAMMs en els TN estudiats recolza la idea que
la disfuncié mitocondrial podria ser un mecanisme etioldgic subjacent en aquestes malalties. Per
aixo és important tenir en compte la identificacié de CCAMMs en les malalties psiquiatriques i
viceversa ja que podria significar, no només entendre millor les dues entitats cliniques, sind
també arribar abans a un diagnostic molecular en alguns casos.'” A més, en un futur podria

242243 ancara que es requereixen molts més estudis en

plantejar noves dianes terapeutiques
aquesta direccid per a confirmar-ho. Podem afirmar, doncs, que els pacients amb TEA, DI i ESQ
del nostre estudi mostren un gran ventall de simptomatologia comorbida. Aquesta es superposa,

en gran mesura, amb les CCAMMs i recolza la hipotesi que, aquests TN, podrien compartir vies
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etiologiques comunes relatives al metabolisme mitocondrial.

+* Contingut d’ADNmt

En les ultimes décades s’han identificat variacions en el contingut dADNmt en diferents
condicions humanes, tant fisiologiques com patologiques, i es vol demostrar la seva rellevancia
en la salut, mental i fisica, de les persones. En el nostre estudi, els pacients van mostrar menor

contingut d’ADNmt que els control.

En un estudi realitzat en poblacié general s’ha comprovat que en sang periférica el contingut
d’ADNmt pateix variacions segons el sexe i I'edat?**. En quant a I'edat, el contingut d’ADNmt va
augmentant lleugerament fins a la cinquena década de la vida i, a partir d’aqui, va disminuint de
manera progressiva. El contingut dADNmt en sang periferica s’ha associat amb el sexe i I'edat i
esta influit per diverses variables com el recompte de cel-lules de la série blanca, el ratio
plaquetes/leucocits, amb la presa d’estrogens i progesterona?**2* aixi com amb metabolits
circulants relacionats amb el metabolisme lipidic i marcadors inflamatoris?*. Es per aixo, entre
d‘altres, que el contingut d’ADNmt esta comencant a ser considerat com a potencial biomarcador
associat a l'estrés oxidatiu i la inflamacié?*®. S’ha investigat també com a possible biomarcador
d’infertilitat tant masculina com femenina, aixi com a possible predictor de viabilitat de I'embrid,
cal dir, perd, que amb resultats contradictoris?¥.24824° E| contingut d’ADNmt també s’ha associat
a la lactancia materna, de manera que a més durada del periode d’alletament, més contingut
d’ADNmt%°. Per tant, el contingut d’ADNmt podria ser també, un biomarcador de salut global en
les persones. Concordant, doncs, amb els resultats obtinguts en el nostre treball ja que els

pacients presenten una pitjor salut global i valors més baixos en el contingut d’ADNmt.

En I'ambit de les malalties neuropsiquiatriques també s’han reportat alteracions en el nimero
de copies de 'ADNmt. En persones amb TB, la majoria d’estudis assenyalen un menor contingut
d’ADNmt en sang®¥%2, tot i que n’hi ha que recullen un major contingut®® o no troben
diferéncies®®. Aquestes diferéncies es poden atribuir a multiples variables com ara les
caracteristiques cliniques acompanyants, tant psicopatologiques com fisiques, l'étnia i/o
haplogrup, la medicacig, etc. Fins i tot, aquestes diferéncies s’han posat de manifest en diferents
fases del mateix trastorn?>>2¢, En un treball amb persones que van morir per suicidi es va recollir
un major nombre de copies d’ADNmt en sang, essent encara més elevat en homes i ancians®’.
Contrariament, el contingut dADNmt en cervell va ser menor respecte a controls. Podem pensar
que el teixit sanguini podria estar afavorint I'augment del nimero de copies com a maniobra
compensatoria per revertir I'estat de patologia. En el cervell, essent un teixit estable i amb molt

menys recanvi que el sanguini, aquest reajustament arribaria molt més tard, en el cas que es
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donés. En el nostre estudi només s’ha estudiat en contingut d’ADN mitocondrial en sang.

En el mateix sentit, es va recollir un major contingut d’ADNmt en sang periférica en dos estudis
amb pacients amb TDM?%2% | en persones amb episodis estressants en la infancia,
psicopatologia diversa i abus de substancies®. Aixd podria significar un mecanisme
compensatori realitzat pel mitocondri per tal de donar resposta a les situacions estressants i aixi
poder contribuir a revertir-les. En la mateixa direccié que un altre dut a terme amb una poblacié
ambulatoria en pacients amb diagnostics de depressid i ansietat?®l. En models animals com els
ratolins, s’"ha observat que I'estres augmenta el nimero de copies d’ADNmt i els valors es poden
recuperar si desapareix l'estimul estressant®®®, fet que fa pensar que el numero de copies

d’ADNmt podria ser un marcador de recuperacio i/o de pronostic.

Tots aquests resultats, per tant, suggereixen que el nimero de copies dADNmt presenta una
elevada variabilitat i pot ser molt sensible tant a factors de I'entorn com a factors intrinsecs de
I'individu, aixi com, almenys parcialment, revertible. Aquestes diferéncies en la variabilitat del
contingut d’ADNmt poden ser explicades, entre molts daltres factors, perque el niumero de
copies dADNmt depén també de I'etapa evolutiva de la malaltia i, possiblement, del tractament
utilitzat, a més de la possible variabilitat en la técnica emprada per a mesurar-lo. Una altra
explicacié que es planteja d’aquestes dades és que els esdeveniments vitals estressants afectin
al nimero de copies dADNmt i aix0 augmenta el risc de patir simptomatologia depressiva.
Aquest augment del niumero de copies en ’ADNmt podria tenir com a objectiu afavorir i reforcar
els processos bioenergetics mitocondrials per ajudar a superar I'estat de malaltia, per després,
un cop superat I'estat patologic, tornar-se a normalitzar; tenint en compte pero, que aquesta
normalitzacio de les xifres de ’ADNmt en sang podria ser lenta i diferent en cada teixit. No podem
comparar aquests resultats amb el nostre estudi ja que no vam realitzar un seguiment

longuitudinal de cap dels pacients de la nostra mostra.

El nostre estudi va reportar un menor contingut dADNmt en persones amb TEA+DI respecte a
controls. Altres treballs, duts a terme en cél-lules sanguinies periferiques de nens amb TEA, van

mostrar un major nimero de copies dADNmt que en nens sans’®?

i que els seus germans
neurotipics?®3. Aquests resultats sén contraris a les troballes del nostre estudi, pero cal tenir en
compte que aquests estudis van ser realitzats en nens, mentre que la nostra mostra esta formada
per persones adultes i amb DI severa o profunda, pel que no sén comparables. També cal
destacar que en una mostra de nens amb paralisi cerebral es va detectar un menor nimero de
copies d’ADNmt?%*, Com a hipotesi, podriem pensar que en edat infantil augmenta el nimero de

copies per tal d’intentar compensar les alteracions bioenergétiques i/o I'estat de malaltia; i que,

potser en l'edat adulta, es podria revertir per I'esgotament de la maniobra compensatoria per
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diversos motius; per exemple, la gravetat del trastorn (les persones del nostre estudi son
persones d’elevada gravetat de DI), I'aparicié d’algun trastorn comorbid (TEA i DI) o d’altres.
Xifres encara menors es van recollir en la mostra de DI sense TEA i aquests si que van ser
concordants amb |'escassa literatura que existeix pel que fa a nimero de copies d’ADNmt en DI.
Trobem dos treballs que també mostren un menor contingut d’ADNmt en DI. Un en sang i cervell

d’adults afectats de la Sindrome de I’X fragil®®

i I'altre en cervell d’adults amb diagnostic de
Sindrome de Down i deméncia tipus Alzheimer?®, a més, les xifres anaven disminuint amb 'edat.
El nostre estudi va comparar el contingut dADNmt després de corregir-lo per diverses
covariables, com edat, IMC i nimero de cigarrets, que s’hi correlacionaven i, tot i aixi, vam
reportar un menor contingut dADNmt en persones amb TEA i DI respecte a persones controls;
també en les persones amb DI sense TEA. Aquest menor nimero de copies dADNmt en TEA i DI

suggereix una disfuncié mitocondrial transversal que podria afectar diferents teixits, tot i que no

ho hem estudiat.

Un estudi recent, va comparar 23 nens amb TEA, 11 dels quals presentaven regressid en el
neurodesenvolupament (RND) i 9 nens control. Els nens amb TEA van demostrar, també, un
menor nombre de copies de MT-ND1, MT-ND4, dos dels gens estudiats en el nostre treball, aixi
com també MT-CYTB comparat amb controls. Els nens amb TEA i RND van demostrar encara un
menor numero de copies i una pitjor funcid mitocondrial que els nens amb TEA sense RND,
suggerint que els individus que no presenten RND serien més capacos de regular l'estrés oxidatiu
reduint aixi el dany a TADNmt?%’. Un altre estudi mostrava que nens amb malaltia mitocondrial
diagnosticada, que préviament havien presentat una infeccid intercurrent, va precipitar una RND
en un 72% de casos?®®. En una revisié d’aquest mateix any, Frye proposa la RND en pacients amb
TEA com l'element distintiu de la disfuncié mitocondrial*®® basant-se, entre d’altres, en un estudi
gue va mostrar que la majoria de nens amb TEA i malaltia mitocondrial van desenvolupar els
primers simptomes de TEA després de patir una RND rapida i sobtada associada a febre?®®, Aixod
concorda amb diferents estudis in vitro que demostren una pitjor funcié del mitocondri en
resposta a l'estrés fisiologicl®. Aixi doncs, els mitocondris tenen també un paper clau en la
resposta fisiologica a I'estrés mitjangant interaccions dinamiques amb vies neuroendocrines,
metaboliques i inflamatories que estan associades a I'estrés. Cal apuntar també que, tant en
treballs amb models animals com clinics, s’ha demostrat que I'estrés cronic genera alteracions
desadaptatives en els mitocondris afavorint I'envelliment i els processos patologics, aixi com
alteracions en FADNmt i en la funcié mitocondrial, conferint, d’aquesta manera, un augment del
risc de malalties que inclouen els trastorns psiquiatrics. En qualsevol cas, encara es necessiten

més estudis que aclareixin com els mitocondris contribueixen als circuits neuronals que regulen
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comportaments especifics, la vulnerabilitat i la resisténcia a I'exposicid a I'estrés®, En alguns dels
pacients del nostre estudi amb DI i TEA+DI estava recollida en la seva historia clinica RND en la
infancia, tanmateix vam decidir no discriminar-los degut a que era un niumero petit i en algunes
histories cliniques mancava informacié de la infancia. No vam recollir tampoc dades d’estrées
cronic ni d’esdeveniments vitals estressants, que podrien ser un element a tenir en compte en
futurs treballs del nostre grup, tot i que hi ha treballs que afirmen que conviure amb un trastorn

mental ja, per si sol, és una font d’estrés important.

Si ens fixem en la ratio de delecié (rati MT-ND1/MT-ND4) vam observar que el grup amb TEA+DI
mostrava una major ratio que les persones control. Existeix un estudi amb deu nens amb TEA on
cinc d’ells presenten més contingut d’ADNmt que els controls que també van reportar una ratio
de delecié més elevada en dos d’aquests deu nens?’°. Es interessant destacar que el contingut
va ser menor en els pacients que presentaven comorbidament DI, aixi com més gravetat de la
clinica de la paralisi cerebral (com quadriplegia o major simptomatologia motora), cosa que
també és concordant amb les nostres troballes. Cal indicar que hi ha pocs estudis que analitzin

la disfuncié mitocondrial en Dl i, encara menys, que recullin la variacié del contingut dADNmt.

Les diferencies entre els pacients i els controls pel que fa al contingut dADNmt podrien ser
explicades, també, per un major estrés oxidatiu i/o per I'eliminacié inadequada de productes
nocius pel bon funcionament cel-lular®®. Aquest augment de I'estrés oxidatiu i, per tant, de les
ROS, de manera cronica porta a una disfuncié mitocondrial i aixd pot arribar a afavorir la
replicacié de ’ADNmt. Com ja hem suggerit anteriorment, aquest augment de I’ADNmt en infants
o en etapes primerenques d’alguns trastorns podria representar un mecanisme compensatori
per incrementar el nimero de copies dADNmt salvatge i aixi mantenir els nivells normals de
transcripcid d’aquest. Aquestes anomalies en I'ADNmt poden ser resultat d’alteracions
genetiques per defectes en la replicacié o reparacié de ’ADNmt o per dany oxidatiu produit pels

radicals lliures en les bases nitrogenades de 'TADN?7°,

Pel que fa als pacients amb ESQ també vam identificar un menor contingut d’ADNmt en pacients
respecte controls, de la mateixa manera que en TEA i DI. Els nostres resultats concorden amb els
d’altres autors, també en sang periferica de pacients amb ESQ que identifiquen un menor
numero de copies d’ADNmt respecte controls sans’>271272 En |a literatura, podem trobar una
publicacié en pacients amb un primer episodi psicotic que no han estat tractats préeviament amb
medicacié i que també mostren un menor contingut d’ADNmt2’2; també d’altres en teixit cerebral
que van en la mateixa direccié d’'un menor contingut dADNmt23274, Tanmateix, també trobem
estudis que, contrariament, objectiven un major nimero de copies d’ADNmt en pacients amb

ESQ comparat amb persones control en teixit cerebral?’® en sang periférica?”. En aquest estudi
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anterior, cal destacar pero, que el contingut d’ADNmt en pacients en una fase aguda de I'ESQ va
ser similar als pacients control. Els autors suggereixen que aquestes xifres poden atribuir-se, en

la mateixa linia que altres estudis recents?’®

, al fet que alguns tractaments antipsicotics poden
tenir un efecte terapéutic util reduint I'estrés oxidatiu. També es suggereix que l'increment
d’ADNmt pot precedir la disfuncié mitocondrial com una resposta adaptativa i, per tant, també

en ESQ, podria ser considerat com un biomarcador de resposta al tractament i de pronostic.

En quant a la pacient estudiada amb ESQ i simptomatologia caracteristica de SFC també presenta
un menor nombre de copies d’ADNmt, aixi com les seves dues familiars amb SFC sense ESQ?’%,
Altres estudis duts a terme amb pacients amb SFC sense ESQ no presenten una variacié de
FADNmt en pacients respecte controls, pero si altres alteracions del funcionament mitocondrial
com alteracié de la produccié d’ATP en el CV o alteracions en l'expressié enzimatica de la

CRM®¥>277_Cal dir que els estudis en aquest sentit sdn escassos i amb una mostra petita.

Aixi doncs, per tot aixd, recentment el contingut dADNmt s’ha proposat també com a un index
de salut que correlaciona amb [l'estat d’anim i l'estrés vital mantingut amb la funcié
mitocondrial?’8, suggerint que aquest parametre podria variar en funcié d’estats emocionals,
vinculant directament I'estrés psicologic amb la quantitat ADNmt. Un menor nombre de copies
en 'ADNmt s’ha associat amb un pitjor estat de salut relacionat amb el rendiment cognitiu, la
forca fisica i 'autopercepcié de salut, especialment en edats avancades?”. El nostre estudi va
revelar un menor contingut dADNmt en pacients amb ESQ respecte a controls, reforcant aixi

resultats previs en pacients amb primer episodi psicotic sense tractament antipsicotic previ?’2.

Cal tenir en compte la limitacié que és el fet que en els nostres estudis es van usar mostres de
sang per analitzar la funcié mitocondrial i per seqiienciar ’ADNmt, mentre que analitzar teixit
cerebral, com en altres estudis, és més especific, tot i que, impossible d’accedir-hi a no ser que
siguin estudis postmortem. L'Us de mostres de sang per a dur a terme l'estudi és perqué és molt
menys invasiu per les persones i, logisticament, més factible a I’'hora de mesurar ’ADNmt en
leucocits. Es va quantificar 'ADNmt només de tres regions (MT-ND1, MT-ND4 i MT-7S) i encara
que son regions representatives de 'ADNmt no permet generalitzar els resultats a altres regions

de 'ADNmt.

Aixi doncs, es podria entendre el numero de copies dADNmt com un index sensible d’estres
oxidatiu cel-lular, inflamacié i disfuncid mitocondrial; de la mateixa manera que s’ha reportat
que el tractament amb antipsicotics té un impacte en la cadena respiratoria
mitocondrial?’228%281  Hj ha pocs estudis publicats que avaluin aquesta hipotesi?’%280.281

Variacions en el nimero de copies dADNmt depenen de la fase de la malaltia, el tractament
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farmacologici dels factors ambientals. S’ha reportat un menor contingut d’ADNmt en relacié amb
I'edat, I’'Us de clozapina, de risperidona i la severitat de la psicosi en pacients amb trastorn
psicotic?®2. Hi ha altres medicacions, usades com a tractament de trastorns mentals o d’epilépsia,
per exemple I'acid valproic que poden afectar el metabolisme mitocondrial. Es va comprovar en
una linea cel-lular d’hepatoma com, a part d‘alterar el metabolisme dels acids grassos
mitocondrials, la funcié de la CRM i la produccié de ROS, també va augmentar el nimero de
copies de 'ADNmt, possiblement com a conseqliencia del deteriorament de la propia funcid
mitocondrial®®3. En resum, les dades donen suport a 'augment del nimero de copies d’ADNmt
com a forma de restaurar la funcié mitocondrial, tot i que el nivell d’evidéencia és feble. Aixi
mateix, aquest augment podria ser un mecanisme compensatori en les fases inicials de la
malaltia perd amb I'edat i en estats cronics aquest mecanisme s’esgotaria podent donar lloc a un
descens del mateix. Si que s’ha pogut comprovar que l'exercici fisic i el treball de resisténcia
poden augmentar la massa mitocondrial. Per tant, no es pot perdre de vista com a probable

diana terapéutica en un futur proper?!.

S’ha descrit que la mitoquina ADNmt-ccf (de I'anglés circulant cell-free) circula per la sang com a
senyalitzador cel-lular i es troba en nivells baixos en individus sans i, en canvi, és abundant en
processos inflamatoris, estrés i dany o mort cel-lular®. Aquesta molécula podria esdevenir una
altra mesura per coneixer el grau de disfuncionalitat del mitocondri i, fins i tot, per predir
mortalitat en pacients critics, pero també ha de ser molt més estudiada. En els nostres estudis,
tot i que els hem dut a terme en sang periférica no hem tingut en compte 'ADNmt-ccf, ja que
vam aillar ’ADNmt a partir de leucocits, pero és una molecula a considerar en estudis futurs. En
aquest mateix sentit, un altre parametre que també pot tenir interés clinic en el futur és I'index
de salut mitocondrial, desenvolupat per Picard i el seu equip (2018), que integra les mesures de
massa mitocondrial (quantitat de mitocondris o el seu volum), aixi com de I'activitat enzimatica
mitocondrial com a indicador de la funcionalitat d’aquests organuls?’®. En la seva mostra I'index
de salut mitocondrial va ser menor en els individus amb valors més alts d’estres percebut i més
elevat en els estats d’anims positius. Amb més estudis que confirmessin aquests resultats, aquest
index podria esdevenir, en un futur no gaire llunya, una mesura de la capacitat funcional
mitocondrial. En qualsevol cas, donada l'elevada variabilitat del parametre, aixi com a la
influencia multifactorial, es necessiten més estudis per poder donar una major validesa a aquest
index com a marcador de resposta a tractament, de pronostic i/o de gravetat en els TN que hem
estudiat. Com a conclusid, els resultats dels nostres estudis ens permeten concloure que el
numero de copies dADNmt es troba disminuit en TEA, DI i ESQ afegint més evidencies a la

hipotesi de la implicacié mitocondrial en I'etiopatogenia d’aquestes malalties.
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+* Mutacions patogéniques en ’ADNmt

La funcié mitocondrial, la mida i I'estructura cel-lular estan condicionades, entre d’altres factors,
pels valors d’heteroplasmia de FADNmt®’. Es considera que la malaltia es manifesta en un rang
heteroplasmic del 60% al 95% per a les mutacions patogeniques, donat que aquest és el rang
observat per a la majoria de malalties 24, A més, el fenotip pot variar notablement entre pacients
amb la mateixa mutacié en FADNmt i nivells aparentment similars d'heteroplasmia donat que hi
ha altres factors que hi estan implicats'?!. Per aquest motiu, en I'estudi del genoma mitocondrial
dels pacients que han participat en els nostres estudis es van seleccionar com variants
probablement patogeniques aquelles que, a partir de diversos index de patogenicitat, es
presentaven amb uns nivells d’heteroplasmia superiors al 60%. Cal indicar pero, que se’n van

detectar d’altres amb menors nivells d’heteroplasmia.

En el cas particular del TEA, tot i que és coneguda la seva elevada taxa d’heretabilitat (d’entre un
80% i un 90%%), els estudis empirics continuen demostrant que només d’una petita part
d’infants amb TEA se’n coneix l'etiologia genética. A més, estudis demostren que el 69% de
germans de pacients amb TEA, que presenten una alteracié genetica, presenten mutacions
diferents i habitualment de novo?#%¢, A més, en l'etiologia d’aquest trastorn, segurament els
factors genétics, estan relacionats en molts casos amb interaccions ambientals que podrien
afectar a la informacidé genética. Només un 25% dels nens amb TEA i malaltia mitocondrial
coneguda tenen una mutacié genética que explica per se l'alteracié d’aquest organul®®, Si
pensem que una de les principals troballes en nens amb TEA és la disfuncié mitocondrial, i tenint
en compte l'elevada vulnerabilitat d’aquests organuls als factors ambientals, els mitocondris
podrien ser, potencialment, uns mediadors clau en les interaccions ambientals i genétiques del
TEA®®, En la nostra mostra, un 26’6% de pacients amb TEA i un 30’5% dels pacients amb DI van
presentar mutacions probablement patogeniques que suggereixen que part dels factors de risc
genetics implicats en TEA i/o DI podrien estar localitzats a 'ADNmt. Tant la disfuncié mitocondrial
com alteracions en FADNmt han estat extensament proposades en I'etiologia de TEA. Tot i aixi,
només uns pocs estudis han analitzat les sequiéncies dADNmt en persones amb TEA%72%0  Un

estudi®®?

gue va comparar la seqiéncia dADNmt de nens amb TEA amb els seus germans
neurotipics va identificar un major nombre de mutacions probablement patogéniques en nens
amb TEA, proposant que aquestes conferien un augment del risc de TEA. Cal destacar que aquest
risc va ser major en families amb nens que mostraven una disminucié del Cl i/o dificultats del

11§ que, per tant, aquestes mutacions podrien conferir una major gravetat

comportament socia
i, en conseqliéncia, un pitjor pronostic. Els autors van inferir la seqiiencia de FADNmt utilitzant
dades obtingudes per seqilienciacié de I'exoma, a diferencia del nostre estudi en qué es va
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realitzar una seqlienciacié dirigida a FADNmt i, per tant, es va obtenir una major cobertura
mitjana respecte l'altre estudi. A més, es van analitzar les dades de ’ADNmt utilitzant I’'MToolBox,
una eina bioinformatica que utilitza, entre d’altres, dades que conté informacié de seqliencies
d’ADNmt de 14.144 individus sans per aixi poder discernir les variants amb més probabilitat de
ser patogéniques?®2. La majoria de variants probablement patogéniques que vam identificar no
havien estat associades previament amb TEA, a excepcié de m.1555A>G a MT-RNR1; m.1717T>C
a MT-RNR2; m.3213A>G a MT-RNR2; m.4435A>G a MT-TM i m.12142A>G a MT-TH que també
van ser identificades per Wang et al., que van identificar cada variant en una Unica familia amb
TEA i només van informar de dades d’heteroplasmia en les variants m.17177>C, m.4435A> G i
m.12142A> G. La mutacid6 m.1555A>G també va ser identificada en una dona que patia
hipoacusia des dels 20 anys, estatura baixa, osteoporosi, HTA i cefalees recurrents; totes elles
caracteristiques fenotipiques tipiques de les malalties mitocondrials. Als seus dos fills també se’ls
va detectar sordesa i, a partir d’aqui, es va sospitar de transmissié materna identificant-se la
mutacié mitocondrial en tots tres i es va suggerir aguesta variant no només com a causant
d’hipoacusia, sind també de sindrome mitocondrial multiorganic?®3. En aquest treball hi manca
més informacié d’altres possibles CCAMMs, tant de la pacient com de la resta de familiars, aixi
com del grau d’heteroplasmia i del nimero de copies d/ADNmt ja que aixo també podria estar
relacionat amb els fenotips de cada individu?®*. Tot i aixi, és un bon exemple de com una variant

en I’ADNmt pot estar associada a diferents CCAMMs.

Pel que fa a la DI, el nostre estudi és el primer a analitzar la totalitat de 'ADNmt de persones amb
DI usant la seqlienciacié de nova generacié. Es van reportar un extens nombre de mutacions
d’ADNmt probablement patogéniques, pero tot i aixi no es pot afirmar que les variants
identificades estiguin implicades en DI ja que la patogenicitat hauria de ser demostrada en
estudis funcionals. A més, es coneix que un nombre elevat de mutacions en 'ADNmt han estat
descrites en poblacié general. Aproximadament una de cada 200 persones sanes és portadora
d’una variant d’ADNmt, cal dir perod, que amb nivells d’heteroplasmia menors del 60%*. En el
mateix sentit i més recentment, en les analisis del projecte dels 1000 genomes s’ha identificat
que el 20% dels subjectes sans sén portadors de mutacions heteroplasmiques implicades en
malalties, tot i que en heteroplasmies superiors al 60% van mostrar un augment de la
patogenicitat?®®. El grau d’heteroplasmia d’una variant pot arribar a ser molt rellevant i causar
un gran ventall de simptomes clinics, des dels més lleus a, fins i tot, la mort. Aixi, per exemple,
trobem que la variant de 'ADNmt m.3243A>G tRNALeu (UUR) pot causar trastorns
neuropsiquiatrics, malalties cardiaques i musculars o trastorns metabolics, tot depenent del

percentatge d’heteroplasmia d’aquesta. Per exemple, del 10% al 30% d’heteroplasmia poden
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presentar DM1 o DM2 o TEA; del 50 al 90% malalties neurologiques, cardiaques i musculars; i un

100% d’heteroplasmia provoca letalitat pediatrica®®.

El nostre estudi va identificar que una de cada quatre persones amb TEA o DI sén portadores
d’una variant dADNmt possiblement patogenica amb una heteroplasmia superior al 60%. Per
tant, a part de les alteracions préviament identificades en ’ADNn en persones amb TEA i DI, vam
identificar variants en 'ADNmt que podrien contribuir a l'arquitectura genetica d’ambdues
malalties. Es rellevant mencionar que sis variants presents en quatre persones amb TEA (4%) i
en sis subjectes amb DI (6%) han estat préviament associades a CCAMMs; totes aquestes variants
van ser presents en gens d’ARNr i ARNt i van mostrar uns nivells d’heteroplasmia superiors al
95%. Algunes de les CCAMMs van ser presents en els pacients, mentre que altres no. Per
exemple, m.4336T>C va ser identificada préviament associada a la malaltia d’Alzheimer, i un dels
dos portadors del nostre estudi, des dels 63 anys, patia també aquesta malaltia. No podem
excloure la possibilitat que l'altra persona portadora d’aquesta mutacio, que en el moment de
I'estudi tenia 38 anys, pugui desenvolupar la mateixa malaltia en un futur. De la mateixa manera,
la variant m.1555A>G esta associada amb sordesa, i la persona més gran dels tres portadors
d’aquesta variant presentava sordesa, mentre que els altres dos portadors, més joves, no ho
eren. Aquests dos pacients, pel fet de portar aquesta mutacié, estan predisposats a patir una
ototoxicitat induida per antibiotics de la familia dels aminoglicosids i, per tant, vam informar als
seus facultatius que aquest tipus de tractament s’havia d’evitar en aquestes persones. Pel que fa
a variants en els ARNt, a MITOMAP estan recollits com a “possiblement benignes” o com a
“probablement benignes” basant-se en freqiiéncies de bases de dades existents, en funcid de la
naturalesa del canvi de nucleotids i puntuacié de conservacié. Malgrat aixo, la historia clinica i
dades d’heteroplasmia o d’estudis funcionals no estan inclosos en les puntuacions de
patogenicitat de 'ARNt; per tant, s’haurien de contemplar futures avaluacions més extenses per

descartar, de manera més precisa, la patogenicitat de cada variant identificada.

Aprofundir i seguir estudiant en aquest camp és necessari per aclarir el rol de les mutacions
d’ADNmt, possiblement patogéniques, en la disfuncié mitocondrial i per determinar si aquestes

variants estan relacionades amb DI, amb TEA i/o amb les CCAMMs.

Una limitacié de I'estudi és que algunes de les variants d’ARNr i d’ARNt poden ser endemiques
de la nostra poblacié i no tenir relacié amb les condicions cliniques descrites. Una altra és que
els pacients amb TEA de la nostra mostra també pateixen DI i es troben institucionalitzats per
una marcada afectacido de la funcionalitat. Per tant, els nostres resultats no s’haurien de
generalitzar a totes les persones afectes d’aquests trastorns pel moment ja que sdn especifics de

pacients amb TEA i DI associada o de pacients amb DI severa o profunda.
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Pel que fa a I'ESQ_ trobem que la majoria d’estudis genétics publicats fins al moment es centren
en el ADNn, pero cal destacar que el genoma mitocondrial és especialment sensible a I'estres
oxidatiu i tendeix a acumular mutacions somatiques amb I'edat, particularment en regions d’alta
demanda d’energia com podria ser el cervell. Estudis recents confirmen un increment significatiu
de mutacions en FADNmt no-sindbnimes identificades en persones amb ESQ?>*®. Es ben conegut
que acumulacions d’SNPs, cada un d’ells amb un efecte moderat, poden combinar-se per causar
una subtil inestabilitat mitocondrial contribuint aixi a [I'etiologia dels trastorns

neuropsiquiatrics!!2,

Diversos polimorfismes genetics localitzats en gens de 'ADNmt que
codifiquen proteines mitocondrials també s’han implicat en ESQ.1®> En aquesta direccid, en el
nostre estudi vam identificar tretze mutacions probablement patogeniques en 'ADNmt de
pacients amb ESQ versus sis del grup de persones control; a nivell de percentatges un 19'2% de
la mostra amb ESQ presentava alguna mutacié probablement patogénica enfront a un 12'2%
dels controls. Com ja hem comentat, només es van seleccionar les variants amb més d’un 60%
d’heteroplasmia ja que per a la majoria de mutacions, la malaltia es manifesta en el llindar
heteroplasmic de 60 al 95%2%’. Cap de les suposades variants patogéniques ha estat préviament
associada a cap condicié clinica, excepte dues variants (m.745A>G i m.1192C>T) que segons es
recull a MITOMAP duen a un augment de la sensibilitat als medicaments ototoxics o a la sordesa
no-sindromica. A més, no s’han identificat cap de les variants en ESQ ni en cap altre trastorn
psicotic, excepte en m.9909T>C Phe235Leu a MT-CO3, que s’havia recollit associacidé prévia a
altres malalties psiquiatriques segons la Human Mitochondrial Genome Database (HmtDB)2%,
En un treball es recull que 17 dels 85 pacients seqiienciats amb ESQ, trastorn esquizoafectiu o
TB (tots d’origen italia) tenien un canvi de nucleotid diferent de T en la seqiéencia de referéncia
de la posicié 9909%%, el que suggereix que aquesta variant pot estar involucrada en ESQ, tot i
que s’haurien de dur a terme estudis per confirmar-ne la patogenicitat. Recentment, també s’ha

300

investigat en ESQ la implicacié de variacions en 'ADNmt comunes®® i el paper potencial de

I’heteroplasmia®

, i cap dels mecanismes genetics estava implicat en el risc de malaltia, tot i que
un estudi anterior va demostrar que les variants dADNmt comunes van modificar el risc de
desenvolupar diversos trets complexos, incloent ESQ3%. Malgrat que la investigacié en aquest
camp és escassa i els resultats sén inconsistents, hem identificat algunes variants presents en
ESQ, especialment la m.9909T>C, que podrien tenir alguna implicacié en I'etiopatogenia de la
malaltia. Una revisio recent identifica diverses variants dADNmt que es van associar amb un inici
tarda de la malaltia. Aixo dona suport a la hipotesi que les mateixes variants genétiques d’ADNmt
contribueixen al risc de desenvolupar diverses malalties complexes i amb elevada prevalenga,

entre elles ESQ3. Malauradament, cap de les variants d’aquest estudi coincideix amb les

variants identificades en el nostre treball.
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En I'estudi en la familia en que un membre presenta ESQ i simptomes compatibles amb la SFC i
els altres SFC no es va identificar cap mutacié ni en ’ADNmt ni en gens nuclears relacionats amb
la deplecié de 'ADNmt. Aquestes dades no ens permeten descartar, pero, la presencia d'una
mutacio en altres gens nuclears no estudiats implicats en la replicacié de 'FADNmt, cosa que seria
possible si ens fixem en que el contingut d’ADNmt esta clarament alterat. En quant a ’ADNmt, es
van identificar dues variants de 'ADNmt sinonimes (m.8865G>A i m.14004C>T) i una considerada
benigna (m.9128T>C). Les altres dues variants identificades (m.16179C>A i m.16519T>A) sén
variants que ja apareixen préviament a la base de dades GeneBank amb una freqiieéncia molt
baixa, del 0'01% i sense paper conegut, per la qual cosa seria necessari estudiar-les amb més
profunditat en futurs estudis. Tot i la clara disfuncié mitocondrial que presentaven les tres dones
de la familia no vam ser capaces d’identificar quina o quines alteracions genetiques la produien.
Ara hauriem d’analitzar-ho amb técniques actuals aixi com analitzar gens identificats
recentment. Es important destacar que aquestes técniques cada vegada sén menys costoses i
més accessibles, millorant notablement el rendiment diagnostic. En trobem un exemple recent
en un grup de pacients amb malalties neuromusculars que no tenien diagnostic genétic conegut
en queé s’apliquen técniques de seqlienciacié de nova generacié amb un panell de gens extens

arribant a identificar mutacions patogéniques en quasi la meitat de les persones estudiades3®,

Hi ha evidéncia que canvis subtils en la bioenergética mitocondrial poden produir canvis en
I'expressié génica d’ADNn, aixi com defectes de comportament, aprenentatge i/o memoria
recollits en ratolins heteroplasmics per mutacions diverses en ’ADNmt. Aquests presenten,
també, una hiperresposta a l'estrés modulada per diferents neurotransmissors i canvis
hormonals i bioquimics complexos. També s’ha vist que ratolins amb un defecte parcial en
I'exportacidé mitocondrial cerebral d’adenosina trifosfat al citoplasma pateixen un seguit de
canvis a nivell neuronal podent arribar a crear un desequilibri cortical d’inhibicié de I'excitacid

caracteristica associada amb TEA, ESQ, epilépsia i TB®.

Aixi doncs, podriem incorporar una nova optica que deixés de banda I'estudi dels TN des de la
perspectiva de la patologia anatomica especifica del cervell i de la genética nuclear per comencgar
a investigar-los, a més, en termes de bioenergetica sistémica i genetica també mitocondrial.
Sabent que les mutacions en 'ADNmt sdn suficients per provocar simptomes tipics dels TN pero

al mateix temps assumint que no en son I'Unica causa.

+* Nivells de lactat durant I’exercici fisic

En la literatura trobem estudis moleculars realitzats en cervell postmortem de persones amb

304,305

ESQ, estudis de neuroimatge funcional i treballs amb enzims mitocondrials que donen
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suport a la hipotesi que alteracions en el metabolisme energétic i, per tant, en el mitocondri
estan implicats en la patofisiologia de I'ESQ*7#3%6307 Hij ha estudis que també recullen alteracions
en el subministrament i en el metabolisme de lactat en pacients amb ESQ3%313, Per tant, el lactat
i les vies bioenergetiques relacionades requereixen una investigacié més profunda en trastorns
on es veu implicada la cognicid, inclosa I'ESQ3®. Es per aquest motiu que en la nostra mostra de
pacients amb ESQ es van realitzar determinacions de lactat en sang com a marcador de la funcio

mitocondrial.

Es destacable que encara que només hi ha un estudi, s’ha observat un augment dels nivells de
lactat també en liquid cefalorraquidi en persones amb ESQ!*3!2 |a qual cosa reforca la preséncia
de disfuncié mitocondrial en aquesta malaltia®'*. S’han recollit també dades de cervells de
persones amb ESQ on s’hi observen nivells elevats de lactat i uns valors més baixos de pH3®,
Aquest treball exposa evidéncies que suggereixen que un pH baix s’associa a nivells alts del lactat
en cervell de models animals amb trastorns psiquiatrics, cosa que suggereix que canvis en el pH
i el lactat formen part de la fisiopatologia d’alguns trastorns mentals greus. Levidéncia
acumulada suggereix que aquests canvis en el pH i en els nivells de lactat en TN no sén deguts a
artefactes pel processament del teixit cerebral postmortem o degut a I'Us de medicacid; aquest

estudi mostra també un increment de lactat en cortex prefrontal de persones amb ESQ3%,

A més, els nivells de lactat han demostrat correlacionar positivament amb els simptomes
neurologics de I'ESQY>. També s’ha suggerit que aquestes alteracions en la bioenergética
cerebral contribueixen a un empitjorament de la simptomatologia cognitiva de la malaltia, aixi
com també de la funcionalitat3®, Futurs estudis en aquest sentit podrien arribar a canviar el
pronostic de la malaltia, tenint en compte la rellevancia dels simptomes cognitius i negatius, i en
com aquests interfereixen en la funcionalitat del pacient'?’. Cal destacar perd, que treballs amb
un discret nimero de participants amb risc de desenvolupar psicosi, que es coneixen com Estats
Mentals d’Alt Risc (EMARs), no medicats, han demostrat menors nivells de lactat respecte a

199 5 no s’hi han objectivat diferéncies®!®; en aquest ultim és interessant

persones controls
apuntar que majors nivells de lactat en sang es van relacionar amb una major severitat dels

simptomes prodromics.

En el nostre estudi amb 57 pacients amb ESQ, els nivells de lactat en sang eren superiors que en
el grup control durant la realitzacié d’un exercici fisic d’intensitat moderada3"’. Si ho analitzem
per estadis de l'exercici, les diferéncies entre pacients i controls eren estadisticament
significatives en les tres determinacions després d’iniciar I'exercici, que és quan el mitocondri
hauria de funcionar de manera més efectiva. Aixdo mostraria una pitjor funcié del metabolisme

mitocondrial en pacients amb ESQ. De la mateixa manera, en I'estudi d’ESQ i SFC?"* les tres dones
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avaluades mostraven un increment dels nivells de lactat respecte les dones controls durant els
tres temps estudiats després d’iniciar I'exercici. En SFC també s’ha reportat un augment del nivell
de lactat en la zona ventricular del cervell d’aquestes persones3®8, Altres estudis ja recullen un
increment en els nivells de lactat durant la realitzacié d’'un exercici moderat, tant en malalties

> com secundaries®®®. També s’han recollit canvis en l'exercici en

mitocondrials primaries®®
pacients amb SFC com assoliment del llindar anaerobic amb consum d’oxigen molt inferior als
controls, aixi com un augment dels nivells de lactat en sang amb uns nivells d’ATP menors!®. Un
estudi va detectar un llindar anaerobic menor en pacients amb ESQ que en controls durant
I'exercici®!®; tot i aixi, no tenim coneixement de determinacions de lactat en sang durant I’exercici

ni en ESQ ni en SFC, fet que fa dificil poder comparar aquestes dades.

També hem analitzat els nivells de lactat en funcié de la preséncia de mutacions patogeniques,
independentment de si formaven part del grup de pacients o del grup control. Es oportu destacar
gue els nivells de lactat tendeixen a ser més elevats en persones que presenten mutacions
patogéniques, i es podria deduir que les persones amb mutacions patogéniques en 'ADNmt
tenen disminuida la funcié mitocondrial. D'altra banda, tampoc podem descartar que variants
de FADNmt amb una heteroplasmia menor al 60% puguin tenir una heteroplasmia més elevada
en cervell i tenir un paper, també, en I'etiopatogenia de la malaltia. Aixo ens porta a pensar que
tenir una mutacio probablement patogenica a ’ADNmt pot provocar una disfuncié al mitocondri
amb afectacié metabolica, tot i que la persona no presenti simptomes clinics identificables. Seria
interessant poder comprovar la presencia i el grau d’heteroplasmia d’aquestes mutacions en
teixit cerebral per tal d’aprofundir en aquesta hipotesi.

Lefecte que els tractaments antipsicotics, utilitzats per un gran nombre de pacients amb ESQ,
tenen sobre la cadena respiratdria mitocondrial ha estat estudiat en diferents treballs1%7,320321,
Sembla que, principalment, alteren I'activitat del Cl de la CRM, aixi com la produccié d’ATP i la
dissipacié del potencial de membrana mitocondrial®?2. Tot i aixi, també s’han descrit alteracions
metaboliques en pacients amb ESQ que mai han estat tractats amb antipsicotics suggerint que
la disfuncié metabolica és un factor inherent en ’ESQ'?. En aquesta linia, estudis en ratolins
tampoc han trobat alteracions en els nivells de lactat després de nou mesos en tractament amb
antispicotics®®. Fins i tot, s’han descrit efectes beneficiosos de I's d’antipsicotics, per exemple,
normalitzant I'expressio génica de gens mitocondrials que habitualment es troben disminuits en
ESQ3?2. En el nostre estudi vam considerar el tractament com un possible factor de confusid, perod
després de les analisis no vam detectar cap correlacio entre les dosis d’antipsicotics i els nivells
de lactat; fet ja reportat abans per altres grups®2. augment de lactat en individus tractats amb

antipsicotics podria ser transitori al principi del tractament i després es podria estabilitzar amb
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el pas del temps per mecanismes cel-lulars compensatoris. Podria ser que les persones amb
disfuncid mitocondrial prévia tinguessin més dificultats per fer Us d’aquests mecanismes
compensatoris fent que aquests nivells elevats de lactat es mantinguessin en el temps. Una altra
possibilitat és, també, que 'augment de lactat en sang sigui dosi depenent o que depengui de la

molécula antipsicotica usada.

Els diversos resultats que aporta la literatura, juntament amb els derivats d’aquest treball, que
mostren un augment dels nivells de lactat en ESQ durant la realitzacié d’un exercici d’intensitat
moderada, es poden interpretar com un reflex de disfuncié mitocondrial que desemboca en
alteracions bioenergétiques que poden no donar I'abast a la demanda energética necessaria en
processos clau com la neurotransmissié i la plasticitat sinaptica. Aquests mecanismes alterats a
la vegada poden contribuir en afavorir alteracions cognitives, aixi com al deteriorament en el
funcionament general i, per tant, en I'evolucié i el pronostic del trastorn. Es important destacar
gue aquests resultats podrien tenir una repercussié clinica utilitzant-se com a marcadors de
disfuncié mitocondrial en malalties psiquiatriques com ESQ, TEA o DI. Pensem no només en
poder-los utilitzar com a marcadors diagnostics, sind també com a marcadors d’evolucid i
pronostic o, fins i tot, de resposta al tractament. Cal remarcar que, tot i que al nostre grup de
recerca no li va ser possible analitzar els nivells de lactat als pacient amb TEA i amb DI, la
literatura demostra també anomalies en metabolits mitocondrials en aquests pacients3%3%,
Alguns d’aquests estudis també mostren un augment dels nivells de lactat en pacients en TEA i
DI, essent aquest metabolit un substrat essencial per les reaccions d’oxidacid per produir energia

pel cervell?°,

Aixi doncs, si bé la major part del risc genétic d’ESQ esta associat a la biologia de la sinapsi,
algunes variants de risc genétic impliquen 'ADNmt i determinats metabolits, com per exemple
el lactat, també poden contribuir a la patogénesi de 'ESQ i d’altres TN3%. El nostre estudi aporta

més dades en aquesta direccid.
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2)

7)

VIIl. CONCLUSIONS

Condicions Cliniques Associades a Malalties Mitocondrials (CCAMMs)

Les persones amb diagnostic de DI, aixi com les persones amb Dl i TEA, presenten major
freqliiencia de determinades CCAMMSs en comparacio a persones control, concretament
restrenyiment, edema, convulsions, alteracions de la visid, estrabisme i incontinéncia

d’esfinters.

Les persones amb ESQ presenten més freqliencia de determinades CCAMMs respecte a

poblacié control, concretament fatiga, convulsions i diabetis.
Contingut d’ADNmt

Les persones amb diagnostic de DI, DI i TEA, i ESQ presenten menor contingut dADNmt
en leucocits que a la poblacié control.
Les persones amb SFC de la familia estudiada presenten menor contingut dADNmt en

leucocits que a la poblacié control.
Mutacions patogéniques en FADNmt

Les persones amb diagnostic de DI, DI i TEA, i ESQ presenten un conjunt de mutacions

presumiblement patogéniques en '’ADNmt, que no estan presents en persones control.
Nivells de lactat durant I'exercici

Els nivells de lactat en sang durant la realitzacié d’exercici fisic d’intensitat moderada sén
més elevats en pacients amb diagnostic d’ESQ i en les persones amb SFC de la familia
estudiada que en controls.

Els nivells de lactat en sang durant la realitzacié d’un exercici fisic d’intensitat moderada
son més elevats en les persones que sén portadores d’'una mutacié probablement
patogenica en I'ADNmt, que en les persones no portadores de cap mutacio,
independentment del diagnostic.

Altres:

Les tres membres de la familia estudiada, dues amb diagnostic de SFC i una amb
diagnostic d’ESQ i simptomes compatibles amb la SFC, van mostrar també altres signes
de disfuncié mitocondrial: i) menor massa mitocondrial, ii) menor activitat enzimatica i

iii) menor consum d’oxigen, que les dones control que van participar en I'estudi.
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IX.  PERSPECTIVES DE FUTUR

Aquest treball de tesi doctoral suggereix que el mitocondri pot tenir un paper clau en
I'etiopatogenia d’alguns TN, concretament en el TEA, la DI i I'ESQ, que sén els diagnostics que
hem estudiat. Tot i aixi, queden molts ambits per analitzar i comprendre, per la qual cosa creiem

gue és necessari continuar aprofundint en aquest camp.

Calen un major nombre d’estudis, amb una mostra molt més amplia, per tal d’identificar
acuradament les mutacions en ’ADNmt que intervenen en l'etiologia dels TN. En aquest sentit
també cal analitzar mostres de persones sense aquests diagnostics per descartar possibles
variants especifiques de la nostra poblacié. També seria interessant, posar el focus

especificament en ’ADNn que es relaciona directa o indirectament amb la funcié mitocondrial.

Creiem necessari explorar sempre les CCAMMs revisades en les diferents entitats cliniques
estudiades aixi com en altres TN, en especial sempre que es sospiti una possible alteracié
mitocondrial. Degut a la possibilitat de qué apareguin en etapes més avancades, cal reavaluar

aquestes CCAMMs en diferents etapes vitals, aixi com en diferents estadis del trastorn.

Cal ampliar aquestes hipotesis a altres patologies mentals greus i freqlients com el TB. Pero
també tenir en compte patologies mentals no considerades tan greus, pero igualment invalidants
i amb elevada freqtiencia de CCAMMSs com, per exemple, la distimia o determinats trastorns de

personalitat.

Per esbrinar si 'ADNmt esta implicat directament en I'etiopatogenia dels TN també cal considerar

i extendre I'analisi de 'ADNmt a altres teixits, especialment el cerebral.

Una altra linia d’investigacié poc explorada sén els estudis per comprovar quin efecte té una
suplementacié nutraceutica sobre la funcié mitocondrial per a ser valorat com a coadjuvant en
el tractament habitual en un futur i la possible interacciéd amb la medicacié antipsicotica. A més

de I'analisi dels diferents tractaments farmacologics sobre la funcié mitocondrial.

D’altra banda, ja es coneixen tractaments que milloren el funcionament mitocondrial que, com
a coadjuvants al tractament psiquiatric, podrien millorar la simptomatologia i, per tant, el
pronostic i la qualitat de vida de les persones amb trastorn mental. Si es demostrés la implicacié
mitocondrial en aquests trastorns neuropsiquiatrics, aquest organul podria ser una nova diana

terapeutica.
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