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BIOLOGIA MOLECULAR Y MEDICINA

Prevencion de enfermedades mitocondriales: una esperanza
a través del uso de técnicas de reproduccion asistida

Raul Eduardo Pifia-Aguilar*

Facultad de Medicina, Universidad Autonoma de Yucatan, Mérida, Yuc.

Resumen

Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo y pobremente estudiado de enfermedades, consideradas
graves en la mayoria de los casos y actualmente sin tratamiento. Aunque la reproduccion asistida ha propuesto estrategias
para prevenirlas, como es el diagndstico genético preimplantacional, éstas no han sido lo suficientemente exitosas. Sin
embargo, la reciente publicacion de dos técnicas de reproduccion asistida —la transferencia del huso meidtico en
primates no humanos y la transferencia pronuclear en embriones humanos- genera una luz de esperanza tangible para
la prevencion de estas enfermedades. Esta revision analiza las caracteristicas y el significado de estos nuevos hallazgos
y sus implicaciones clinicas futuras.
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Transferencia pronuclear.

Abstract

Mitochondrial diseases are a heterogenic and poorly studied group of diseases, considered serious in most cases and
currently without treatment. Although assisted reproduction proposed strategies to prevent them, such as pre-implantation
genetic diagnosis, these techniques are not sufficiently successful. However, the recent publication of two assisted-
reproduction techniques — meiotic spindle transfer in nonhuman primates and pronuclear transfer in humans - generate
a clear ray of hope for the prevention of these diseases. This review analyzes the characteristics and meaning of these

new findings and their future clinical implications.
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La mitocondria es un organelo con funciones im-
portantes en el metabolismo celular eucariético. Entre
estas funciones se encuentran la produccién de ener-
gia, especificamente en forma de adenosina trifosfato
(ATP), el transporte de electrones, la apoptosis y las
vias de sefializacion dependientes de calcio. Pese a
esto, las enfermedades genéticas mitocondriales son
un grupo bastante heterogéneo y pobremente estudiado
de enfermedades, caracterizadas por disfuncion de la
cadena respiratoria mitocondrial, las cuales fueron
descritas por primera vez en 1988
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Estas enfermedades pueden ser causadas por alte-
raciones en las proteinas mitocondriales sintetizadas
en el nucleo celular o por las alteraciones en las pro-
teinas codificadas por el ADN mitocondrial (mtDNA).
Entre las principales enfermedades causadas por al-
teraciones en el mtDNA se incluye la oftalmoplejia
externa cronica progresiva, el sindrome de Kearns-
Sayre, el sindrome Mitochondrial Encephalomyopathy,
Lactic Acidosis, Stroke (MELAS), el sindrome de Pear-
son, el sindrome de Leigh, la debilidad neurogénica con
ataxia y retinitis pigmentosa, la epilepsia mioclénica
con fibras rojas rotas y la neuropatia optica hereditaria
de Leber. Todas éstas tienen un espectro de gravedad
variable, la mayoria son severas, incluso algunas fatales,
y hasta ahora se consideran incurables.
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Desde la perspectiva de la reproduccion asistida,
una de las primeras propuestas para la prevencion de
las enfermedades mitocondriales fue el uso de diag-
nostico genético preimplantacional (PGD) para estas
enfermedades. EI PGD para prevencion de enferme-
dades por mutaciones de ADN consiste basicamente
en tomar una o dos células de un embrién producido
por fertilizacion in vitro, normalmente en etapa de di-
vision, extraer el ADN y usarlo para el analisis de las
mutaciones presentes. El primer reporte de la aplica-
cion del PGD fue para la debilidad neurogénica con
ataxia y retinitis pigmentosa®. También se ha reportado
el nacimiento de un nifo libre del sindrome de Leigh
a través del PGD?. Sin embargo, dada la heterogeni-
cidad de estas enfermedades y las dificultades que
implica el diagnostico molecular usando mtDNA, su
uso hasta ahora se encuentra limitado.

Otro enfoque mas complicado que ha sido propues-
to es la transferencia citoplasmica, también llamada
transferencia ovoplasmica. Esta técnica se basa en el
hecho de que la herencia mitocondrial se transmite por
via materna y que el mtDNA del futuro embrion solo
proviene de las mitocondrias presentes en el ovocito.
La transferencia citoplasmica consiste en transferir al
ovocito afectado por una enfermedad mitocondrial el
citoplasma de un ovocito normal con el propdésito de
«diluir» o reducir el efecto de las alteraciones en el
mtDNA. Adicionalmente se propone que al restablecer
la presencia de mitocondrias sin alteraciones esta téc-
nica puede dar la energia suficiente para permitir el
desarrollo embrionario preimplantacional. Sin embar-
go, esta técnica tiene limitantes importantes, como es
el hecho de que solo es factible transferir aproximada-
mente un 15% del volumen citoplasmatico, cuando
para prevenir los defectos se necesitarfia un 50%. Tam-
bién se considera el hecho de generar heteroplasmia
mitocondrial en el ovocito al introducir mitocondrias del
ovocito donante, lo que tiene consecuencias para el
desarrollo del feto y el embrion resultante que no son
claras hasta ahora. Aunque existen algunas decenas
de nifios nacidos a través de este procedimiento y la
heteroplasmia mitocondrial no se ha demostrado en
todos los casos, actualmente la transferencia ovoplas-
mica no se considera un procedimiento seguro ni su-
ficientemente exitoso para considerarse como herra-
mienta con posible aplicacion clinica para prevenir las
enfermedades mitocondriales.

La otra herramienta probable que ha sido propuesta,
la cual esta relacionada con la transferencia ovoplas-
matica, es la transferencia nuclear. Considerando que
un ovocito donador «sano» no llevaria los defectos

mitocondriales, el transferir el nucleo de una célula
somatica de la paciente afectada o embrionaria a un
ovocito sano prevendria las enfermedades mitocon-
driales. No obstante, este enfoque se habia mantenido
sin explorar en primates y el desarrollo de la transfe-
rencia nuclear en primates se habia enfocado a la
produccion de células madres a partir de embriones
clonados, hasta que Tachibana, et al. reportaron el na-
cimiento de crfas de monos Rhesus (Macaca mulatta)
en los que se remplazaron los genes mitocondriales®.

Este hito en la reproduccién asistida implico el de-
sarrollo de una metodologia diferente a aquella utiliza-
da tradicionalmente en los procedimientos de transfe-
rencia nuclear. Este grupo de investigacion, el cual
tiene el antecedente de haber derivado células madre
embrionarias de primates no humanos provenientes de
embriones clonados, generd la hipotesis de que la
transferencia de solamente el complejo huso-cromoso-
mas de una paciente afectada a ovocitos maduros
donados podia evitar la presencia de mtDNA con al-
teraciones, y permitir el desarrollo embrionario des-
pués de la fertilizacion con el esperma de la pareja y
el consiguiente nacimiento de hijos.

Inicialmente, ellos encontraron que las mitocondrias
activas en los ovocitos de monos Rhesus estan distri-
buidas uniformemente en el citoplasma, pero el huso
meidtico y los cromosomas se encuentran depletados
de ellas. El siguiente paso a conseguir fue el hallar
como realizar la enucleacion sin dafar el huso y los
cromosomas, los cuales se descartan en los procedi-
mientos tradicionales de transferencia nuclear. Para
esto, ellos usaron la visualizacion no invasiva del huso
a través de microscopia de polarizacion y lograron
extraer el huso con aproximadamente el 1.5% del cito-
plasma ovocitario que lo rodea. Posteriormente, explo-
raron la reintroduccion del complejo huso-cromosomas,
para este propdsito la electrofusion —procedimiento tra-
dicional de la transferencia nuclear- no fue efectiva, ya
que ocasiono una activacion prematura del ovocito con
la consiguiente progresion de la meiosis. Para evitar
este inconveniente, ellos utilizaron la fusion carioplas-
tica con virus Sendai (una técnica no eléctrica de fu-
sién celular). Esta permitio la fusion exitosa y que los
ovocitos solo fueran activados hasta la fertilizacion
por el esperma. Este procedimiento les permitié ob-
tener unas tasas del 90% de fusion, fertilizacion del
95 versus 94% del control y desarrollo de blastocis-
tos de 61 versus 60% del control*.

Finalmente, después de derivar lineas de células
madres de los embriones producidos por transferencia
del huso, las cuales no demostraron anormalidades
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cromosémicas, este grupo exploré el potencial de
desarrollo in vivo de embriones obtenidos por esta
técnica. Transfirieron 15 embriones, los cuales dieron
una tasa de gestacion del 33%; esta cifra fue mayor
que la obtenida con embriones control producidos por
inyeccion intracitoplasmica de esperma (ICSI). Se ob-
tuvieron tres crias sanas, las cuales demostraron por
anélisis de microsatélites la identidad genética de las
células donadoras de huso. También, el analisis del
mtDNA de las crias por secuenciacion de polimor-
fismos de un solo nucleétido (SNP) mitocondriales,
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP) y anélisis de SNPs usando una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
demostré que éste provenia exclusivamente de los
donadores de citoplasto?. Esta investigacion representa
el primer reporte de «remplazo completo de mtDNA»,
y aunque esta técnica no se puede transpolar directa-
mente a humanos, representa una gran esperanza
para explorar la transferencia de huso meioético en
humanos como tratamiento de las enfermedades mito-
condriales.

Recientemente, el uso de la micromanipulacion en
embriones ha dado otro paso importante en lo que
respecta a la prevencion de las enfermedades mito-
condriales. Craven, et al. reportaron la transferencia
pronuclear en embriones humanos para prevenir la
transmision de estas enfermedades®. En un enfoque
diferente al articulo descrito en la seccion anterior,
ellos utilizaron cigotos en lugar de ovocitos para rea-
lizar la transferencia nuclear. Trabajaron con embrio-
nes con fertilizacion anormal (unipronucleados o tri-
plonucleados) para explorar la factibilidad de la
transferencia de uno o dos prondcleos entre cigotos.
Para esto trataron los embriones con inhibidores del
citoesqueleto, removieron los pronucleos acompana-
dos de un pequefio volumen de citoplasma y para la
fusion usaron virus japonés inactivado. Su primer ha-
llazgo fue confirmar el cambio en el genotipo nuclear
analizando microsatélites. Posteriormente exploraron
el desarrollo in vitro de los embriones en los que se
habia hecho la transferencia pronuclear, obteniendo
un 22.7% de embriones en etapa mayor a ocho cé-
lulas en los cigotos transferidos con un pronucleo y
un 22.2% en los transferidos con dos pronucleos. Un
8.3% de los embriones con dos pronucleos llegaron
a la etapa de blastocisto. Siendo establecida esta
capacidad de desarrollo, el siguiente paso fue analizar
el genotipo de mtDNA, en el cual encontrd cierto grado
de heteroplasmia en los embriones resultantes y dife-
rencias en la cantidad de mtDNA del donador entre

las blastomeras de estos; para este analisis usaron
RFLP para variantes de mtDNA y determinaron el nu-
mero de copias de mtDNA por PCR en tiempo real.
Para superar el inconveniente de la heteroplasmia, el
grupo se enfocd en una micromanipulacion mas cui-
dadosa que minimizara el volumen de citoplasma a
transferir, con esto se obtuvo que casi el 50% de los
embriones tenian niveles indetectables de mtDNA del
donador pronuclear y que en los restantes la cantidad
de mtDNA del donador era menor al 2%?°.

Este trabajo representa una aproximacion al poten-
cial real de las técnicas de micromanipulacion en la
prevencion de enfermedades mitocondriales, ya que
a pesar de haber sido realizado con células con una
capacidad de desarrollo disminuida, se demostro la
factibilidad de estos procedimientos. Aun queda por
comparar en un mismo experimento el potencial sobre
el desarrollo embrionario in vitro, el nivel de hetero-
plasmia de los embriones resultantes, el desarrollo in
vivo y finalmente el nacimiento y la normalidad de las
crias producidas por ambas técnicas descritas.

Interesantemente, en el contexto de la transferencia
nuclear y la prevencién de enfermedades mitocondria-
les que se han discutido en esta revision, se ha de-
mostrado recientemente y por primera vez la produc-
cién de crias ovinas con mtDNA homoplasmico,
producidas por transferencia nuclear®. Para este pro-
pdsito, el grupo de investigacion depletd las células
somaticas donadoras cultivandolas con bromuro de
etidio por dos semanas; este proceso reduce la can-
tidad de mtDNA a 1.05%, el uso de estas células no
modifica el desarrollo embrionario in vitro después de
la transferencia nuclear, solamente la fusion celular fue
menos efectiva. Se obtuvo un 6.1% de nacimiento de
crias y el analisis de mtDNA de los corderos nacidos,
reveld que la cantidad de mtDNA proveniente de la
célula donadora fue menor al 0.0001% del mtDNA
total incluso analizando diversos tejidos®. Este articulo
demuestra que modificando el protocolo tradicional de
transferencia nuclear es posible obtener embriones y
crias con el ADN nuclear del donador y el mtDNA
solamente del ovocito receptor. También estimula la
idea de su posible aplicacién en los procedimientos
de transferencia del huso meiético y pronuclear des-
critos anteriormente, e incluso como posible terapia
para disminuir la carga de mtDNA en células de pa-
cientes afectados.

En conclusién, aunque la aplicacion clinica de las
técnicas descritas en el presente articulo dista de ser
factible a corto plazo, y aunque las barreras que se
deben vencer para su aplicacion son muchas, entre
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las que se encuentran: el uso de virus provenientes de
animales para la fusion celular, la infraestructura y la
capacidad técnica para realizar la micromanipulacion,
el determinar los efectos sobre la epigenética de los
embriones y fetos resultantes, la incompatibilidad de
los procedimientos con el numero de ovocitos huma-
nos disponibles para cada tratamiento. Estas técnicas
generan una esperanza tangible para las enfermeda-
des mitocondriales, que hasta el dia de hoy se man-
tienen incurables, sin tratamientos efectivos en el
horizonte y que en la mayoria de los casos son com-
pletamente devastadoras para las familias que las
padecen.
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