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Las mitocondrias, organelos que proveen de energia en forma de trifosfato de adenosina (ATP, por
sus siglas en inglés) a la célula, contienen un pequefio cromosoma circular llamado ADN
mitocondrial (ADNmt). Este ADN tiene genes que codifican para unas pocas proteinas y algunos
ARN necesarios para su sintesis, que resultan esenciales para la funcion mitocondrial y, por
supuesto, para el metabolismo celular. Existen diversas enfermedades, de herencia materna, que
tienen su origen en mutaciones del ADNmt, y, ademas, se piensa que muchas de las variantes de
esta mol écula pueden tener efectos causales en el desarrollo de enfermedades complejas, como la
diabetes, el cancer o padecimientos neurodegenerativos.

Por ello, desde hace tiempo existe la necesidad de manipular el ADNmt, tanto para poder realizar
terapia genética mitocondrial, como para desarrollar investigacion funcional de variantes
mitocondriales que se observan en la poblacion. La terapia genética consiste en la modificacion o
sustitucion de genes defectuosos con versiones funcionales para curar o prevenir una enfermedad
genética. Pero salvo para un reducido nimero de microorganismos (como la levadura) la
modificacion del ADNmt estaba fuera del alcance.

Los primeros esfuerzos parala edicion del ADNmt en mamiferos se basaron en laintroduccion del
ADNmMt en la bacteria E. coli para realizar los cambios deseados, y luego recuperarlo para
introducirlo en mitocondrias activas mediante electroporacion (Yoon y Koob, 2003), una técnica
gue utiliza descargas €l éctricas para abrir poros en las membranasy asi introducir ADN externo. El
proceso era compleo, y ajuzgar por la ausencia de trabajos posteriores, esta elaborada técnica no
resulto exitosa, quiza por no ser reproducible o porque su tasa de éxito fuese extremadamente baja.

Los desafios de llegar ala mitocondria dentro de la célulay luego superar |a barrera que representa
la doble membrana mitocondrial mantuvieron a raya los esfuerzos de modificacion genética del
ADNmt por algun tiempo. Otro problema es que mientras el ADN nuclear esta presente en dos
copias por célula, e ADNmt puede hallarse en cientos o miles de copias, dependiendo del tipo de
célula. De hecho, en cada mitocondria hay un nimero variable de copias y a su vez puede haber
muchas mitocondrias por célula.
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En este sistema multicopias, las moléculas de ADNmt con mutaciones que desembocan en
enfermedades pueden coexistir con moléculas carentes de estas variantes, condicién conocida
como heteroplasmia, cuando hay dos tipos de ADNmt en el organismo. Normalmente, |la
enfermedad mitocondrial se produce cuando las moléculas mutantes superan un cierto umbral de
porcentaje respecto alas moléculas sin la mutacion, por g emplo, a partir de un 60 %. Mientras no
se sobrepase el umbral, las copias sin mutacion pueden sostener las funciones mitocondriales en
niveles no patogénicos.

Esta heteroplasmia permitio disefiar estrategias para eliminar mutaciones patogénicas sin la
necesidad de llevar a cabo la edicion gendmica. Por gjemplo, se usaron enzimas de restriccion, que
cortan el ADN cuando reconocen pequefias secuencias especificas, para eliminar selectivamente
copias mutantes 'y asi reducir su porcentaje en lacélula (Srivastavay Moraes, 2001). La estrateagia
consiste en modificar estas enzimas para afadirles lo que se conoce como un péptido sefial, una
secuencia de aminoécidos que hace que la enzima sea reconocida e importada desde el citosol ala
mitocondria por los mecanismos celulares. No obstante, la modificacion de este tipo de enzimas
para que reconozcan distintas secuencias de interés y asi eliminar moléculas con distintos tipos de
mutaciones, no es factible, por o que la aplicacion de este procedimiento resultaba muy limitada.

Posteriormente surgieron modificaciones de sistemas utilizados para la edicion genética nuclear,
pero afadiendo péptidos de importacion a mitocondria, como las mitoTALEN y las mtZFN (por
sus siglas en inglés) (Gammage et al. 2018). En ambos casos, €l reconocimiento del sitio de corte
lo Ilevan a cabo un tipo de proteinas conocidas como proteinas de dedos de zinc y pueden
modificarse hasta cierto punto para reconocer secuencias distintas, dando mayor flexibilidad ala
clase de mutaciones que se pueden eliminar en comparacién con las enzimas de restriccion
clasicas, pero alin con algunas limitaciones.

Mas recientemente, Mok y col. (2020) modificaron una toxina de bacterias, a la que llamaron
DddA, uniéndola a otras enzimas y a un péptido de importacion a mitocondria para obtener un
editor de bases derivado de DddA (DdCBE, por sus siglas en inglés) capaz de convertir citocinas
en timinas (y guanina en adenina en la cadena complementaria) en sitios especificos del ADNmt.
Representa la primera técnica de auténtica edicion genética del ADNmt dentro de la mitocondriay,
aunque es un avance importante, contintia teniendo limitaciones. El reconocimiento del sitio en €l
gue se hara la conversién se da mediante una proteina TALE, por lo que la variedad de posibles
sitios de reconocimiento no es muy amplia.

En 2022 se demostré que la técnica produce modificaciones adicionales no intencionales (Wei et
al. 2021), lo que significa un grave problema para cualquier método de edicion genética. No
obstante, se han desarrollado estrategias para mejorar la precision de latécnica (Lee et al. 2022) y
ya se cuenta con una version que permite la conversion de adeninas en guaninas en sitios
especificos del ADNmt (Cho et al. 2022), ampliando asi el repertorio del tipo de nucledtidos del
ADNmMt que se pueden editar. Cabe mencionar que estas técnicas se han usado con éxito en
ratones, para eliminar mutaciones homologas que en las personas producen enfermedades
mitocondriales, por 10 que se estan estableciendo como un método solido para la edicion genética
mitocondrial.

Por otra parte, € surgimiento y popularidad de la edicion genética con el sistema CRISPR-Cas9,
un sistema que utiliza una enzima que cortael ADN y un ARN guia que indica a la enzima donde
debe cortar, levantd expectativas para una edicion mitocondrial més flexible y eficiente. Para que
funcione es necesario introducir el ARN guia en lamitocondriay no estd muy claralaexistencia de
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mecanismos de importacién de ARN en mitocondria de mamiferos (Gammage et al. 2018). A
pesar de ello, existen por o menos dos trabajos publicados que informan el uso de este sistema
parala modificacion del ADNmt, el més reciente publicado este afio (Bi et al. 2022). No queda
claro como se dalaimportacion del ARN guia, pero con secuenciacién masiva se demuestra que se
lograron introducir los cambios deseados en el ADNmt. Seguramente en los proximos afios
veremos mas trabaj os con estos sistemas, [lamados mito-CasO.

Por el momento, se cuenta con sistemas adecuados para la edicion mitocondrial y se abren
multiples expectativas. La que genera mas interésy que se ha probado ya en organismos modelo
(raton, rata, pez cebra, etcétera), es la eliminacion de mutaciones deletéreas del ADNmt, lo que
posibilitaria evitar que fuesen heredadas a la descendencia. Esta aplicacion competiria con otra
técnica que tiene el mismo fin, conocida como la técnica de tres progenitores. Consiste en la
fertilizacion de dos 6vulos, uno de la que serd la madre y que porta mutaciones mitocondriales, y
otro de una donante que no tiene estas mutaciones, con el esperma del padre, produciendo dos
cigotos. Después se trasplanta el prontcleo del primer cigoto a segundo, al que previamente se le
ha retirado el pronucleo, para finalmente implantar el cigoto completo en el Utero de la madre. El
pronucleo es el nlcleo del espermay del 6vulo durante la fertilizacidn antes de la fusion nuclear.

Esta técnica ya ha sido empleada con éxito en seres humanos y actualmente esta aprobada en €l
Reino Unido como técnica de reproduccion asistida cuando se quiere evitar la herencia de
enfermedades mitocondriales. Las mitocondrias heredadas con esta técnica seran distintas a las de
la madre y puede ser que, en €l futuro, las parejas prefieran editar el ADNmt materno para asi
heredar a sus descendientes tanto la parte correspondiente del genoma nuclear materno como su
ADNmMt editado, siempre y cuando las técnicas sean fiablesy eficientes.

La edicion gendmica mitocondrial tiene otras aplicaciones. Por g emplo, se pueden crear modelos
animales con mutaciones homologas de mutaciones mitocondriales humanas, para estudiar los
mecanismos patogenicos y métodos de tratamiento, descubrimiento de farmacos, etcétera. Asi
mismo, puede estudiarse el efecto en la funcién mitocondrial de variantes poblacionales que no
producen enfermedades mitocondriales pero que puedan crear susceptibilidades a otro tipo de
enfermedades o distintos fenotipos. En el trasfondo, representa una herramienta para entender
mejor €l papel del ADNmt y de la mitocondria en lafuncién celular. El futuro es muy prometedor
en el area de la genémica mitocondrial, entendida como el estudio de todos los genes que
intervienen en la funcién mitocondrial, tanto los codificados en el nicleo como aquellos del
ADNmMt, y su interaccion.
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