ARTICULO DE REVISION

D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biologicas, 14(2):106-119, 2011

LA EXPRESION ALOTOPICA:
JTAREA IMPOSIBLE O ESTRATEGIA FACTIBLE PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES MITOCONDRIALES?

Francisco ). Figueroa-Martinez y Diego Gonzalez-Halphen
Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autbnoma
de México. Apdo. Postal 70-242, C.P. 04510, Coyoacan, México, D.F. E-mail: dhalphen@ifc.unam.mx

RESUMEN

La expresion alotopica es la relocalizacion funcional de genes de un compartimento celular a otro. En este
trabajo, se refiere a la expresion de genes mitocondriales desde el nicleo o desde un vector citosdlico. Se
considera que esta estrategia es una de las mas prometedoras para desarrollar terapias génicas para el eventual
tratamiento de enfermedades ocasionadas por mutaciones en el genoma mitocondrial. Actualmente, existen
herramientas para introducir material genético en los cromosomas nucleares, se tiene un conocimiento
razonable de los mecanismos de importacién de proteinas a la mitocondria y en teoria, una sola copia del gen
por célula es suficiente para que se sintetice la proteina necesaria y se distribuya en todas las mitocondrias
afectadas. Durante los Gltimos 20 afos se ha intentado la expresion alotépica de diversos genes mitocondriales
en levaduras, plantas y células de mamifero, asi como en animales con enfermedades mitocondriales. Muchos
trabajos publicados en los Gltimos 10 afios apuntaban a que la expresion alotopica era una estrategia exitosa,
al grado de que han autorizado los primeros estudios clinicos para tratar mediante terapia génica a pacientes
con enfermedades mitocondriales. Sin embargo, también se han reportado evidencias que cuestionan la
viabilidad de la expresion alotépica y que proponen nuevos criterios para asegurar que las proteinas expresadas
alotopicamente verdaderamente se integraron al complejo mitocondrial al cual pertenecen. En este trabajo,
presentamos una breve introduccién de lo que es la expresion alotépica, hacemos una revision de los resultados
mas relevantes en el campo de la expresiéon de genes mitocondriales desde el nicleo y discutimos las
dificultades que consideramos que hay que sortear antes de proponer terapias génicas para combatir con éxito
las enfermedades mitocondriales.
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ABSTRACT

Allotopic expression refers to the functional relocation of genes from one cellular compartment to another. Here,
it refers to the expression of mitochondrial genes either from the nucleus or from a cytosolic vector. It is
considered a promising strategy to develop gene therapies against diseases caused by mutations in the
mitochondrial genome. Nowadays, it is possible to introduce genetic material into the nuclear chromosomes
and there is a good knowledge about the mechanisms of protein import into mitochondria so in principle, a single
gene copy per cell would be sufficient to synthesize the necessary proteins and deliver them to all affected
mitochondria. In the last 20 years allotopic expression has been tried in yeasts, plants, mammal cells and animals
carrying mitochondrial diseases. Many studies published in the last 10 years suggest that allotopic expression
is a successful strategy and some clinical trials using this approach are currently being carried out. Nevertheless,
there is also a large number of evidence that questions the viability of allotopic expression and that proposes
more stringent criteria to make sure that the allotopically-expressed proteins are actually assembled into their
corresponding mitochondrial complex. In this work, we first introduce the concept of allotopic expression, then
we review the most relevant data in the field and, finally, we discuss the difficulties that must be overcome before
attempting gene therapies in patients with mitochondrial diseases.
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LAS MITOCONDRIAS: SU ORIGEN EVOLUTIVO, SU
MATERIAL GENETICO Y LAS PROTEINAS DE LA
FOSFORILACION OXIDATIVA

as mitocondrias son organelos presentes en el citosoBe piensa que el origen de la mitocondria fue endosimbiético
de lamayoria de los organismos eucariontes; no tieneres decir, que surgié hace mas de 2500 millones de afios cuando
una morfologia definida pero se pueden reconoceruna alfa-proteobacteria fue engullida por otra célula,
facilmente al microscopio debido a que estan estableciéndose una relaciéon simbiética. Las mitocondrias

delimitadas por dos membranas: una membrana externa y uneonservan remanentes de su origen bacteriano, por ejemplo, en
interna que presenta mdultiples invaginaciones, denominadasa matriz existen varias copias de ADN (ADNmt) cuyo tamafio y

crestas,

en las que se alojan los complejos de la fosforilaciérrontenido génico varia entre las diferentes especies. Sinembargo,

oxidativa. El espacio que se encuentra entre las dos membrandsmayoria de los organismos conservan en su ADNmtgenes que
se denomina espacio intermembranal y rodeada por lamembrar@difican para los ARN ribosomales, los ARN de transferencia,
interna se encuentra la matriz mitocondrial, en donde se llevary para un nimero variable de proteinas hidrofébicas que forman

a cabo

muchas reacciones del metabolismo celular. Lagparte de los complejos de la fosforilacién oxid&tivai, como

mitocondrias estan implicadas en la sintesis de los acidogjemplo, las mitocondrias humanas poseen un ADNmt circular
grasos, laregulacién del metabolismo, el control del ciclo celular,de 16.8 kb que codifica para 13 proteinas que participan en la
el envejecimientoy la muerte celular programa@im embargo,  fosforilacion oxidativa: 7 subunidades del complejo | (ND1,
su funcién primordial es la produccion de energia celular enND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 Y ND6), tres subunidades de la
forma de ATP, a través de la fosforilacion oxidativa (Figura 1). citocromoc oxidasa (COX1, COX2, COX3), el citocrorndel
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Figura 1.

Complejos de la fosforilacién oxidativa embebidos en la membrana interna mitocondrial. Se muestran las

estructuras tridimensionales de cada complejo obtenidas por cristalografia de rayos X. Complejo | o NADH-ubiquinona
6xido-reductasa, complejo Il o succinato-ubiquinona 6xido-reductasa, complejo Ill (complejo bc,) o ubiquinol-citocromo
c o6xido-reductasa, complejo IV o citocromo c oxidasa, complejo V o ATP sintasa. Los complejos I, 1l y IV bombean protones
hacia el espacio intermembranal generando un gradiente electroquimico (AY) que es utilizado por la ATP sintasa para
generar ATP. Se muestran también algunos supercomplejos, o asociaciones de complejos como el supercomplejo V, y el
supercomplejo I-11I-1V.
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complejo 11l (Citb) y dos subunidades de la ATP sintasa (ATP6 enfermedades afectan principalmente a érganos y tejidos con
Y ATP8) (Figura 2). El genoma también codifica los ARN una alta demanda energética, como es el cerebro, los masculos
necesarios paralatraduccion de proteinas (los ARN ribosomaleg el sistema endocrino. Entre sus manifestaciones clinicas se
12Sy 16Sylos 22 ARN de transferentialtl resto de las mas  incluyen debilidad muscular, intolerancia al ejercicio, ceguera,
de 1500 proteinas que se pueden encontrar en la mitoéondriaietraso mental, demencia, disfuncién renal e incluso se han
son codificadas en el genoma nuclear, sintetizadas en el citosgklacionado con enfermedades metabdlicas como la diabetes, la
e importadas al interior de la mitocondria a través de unaobesidad, enfermedades cardiovasculares y el éanee
magquinaria constituida por receptoresy translocadores ubicadosnfermedades mitocondriales pueden ser causadas por
enlas membranas mitocondriales (Figura 3). Asi, la mitocondriamutaciones en el ADNmt o en el ADN nuclear. Las mutaciones
importamas del 90% de las proteinas que requiere parafuncionagn el genoma nuclear pueden afectar genes que codifican
sintetizando por si misma Unicamente una decena de proteinaproteinas estructurales de los complejos respiratorios, o a
gue sin embargo, son esenciales para la respiracion y la sintesidguno de los miltiples factores de ensamblaje que participan
de ATP. en la biogénesis de la cadena respiratdeia este trabajo nos
enfocaremos en la correccion de enfermedades mitocondriales
LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES causadas por mutaciones que ocurren en el ADNmt y que
Se han descrito un grupo de enfermedades humanasyfectan a alguno de los 13 polipéptidos codificados en el
denominadas en lo general sindromes mitocondriales ADNmt humano. Hasta la fecha se han reportado mas de 150
producidas por fallas en el sistema de la fosforilacién oxidativamutaciones puntuales y varias ablaciones y duplicaciones que
con la consiguiente disminucion de la sintesis de ATP. Estasnvolucran regiones relativamente grandes del ADNmt
relacionadas con padecimientos en hunfarkstudios
epidemiolégicos han demostrado que 1 de cada 6000
individuos presenta mutaciones patogénicas en el
ADNmt®, mientras que otros estudios han detectado
mutaciones patogénicas en el ADNmt en sangre obtenida
del cordon umbilical en 1 de cada 200 nacimiéft&en
embargo, el nimero de personas afectadas es mucho mas
bajo debido a una caracteristica fundamental de lagenética
mitocondrial: cada mitocondria posee miltiples copias de
su ADN y cada célula contiene cientos o miles de
mitocondrias. La aparicion de una enfermedad
NDS mitocondrial y la severidad de las manifestaciones clinicas
estan directamente relacionadas con la proporcién de
ADN mutante presente en las mitocondrias de un
. organismo o de un drgano en particular. Cuando en un
ND2 mismo organismo o célula coexisten copias del ADNmt
A silvestre con ADNmt mutante se habla de heteroplasmia,;
mientras que si la poblacion de ADNmt es sélo silvestre
w o0 s6lo mutante se habla de homoplasmia. En general, para
gue se manifieste una enfermedad mitocondrial la mutacién
debe estar presente en al menos el 90% de la poblacion de
ADNmt’.
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i MODELOS DE ENFERMEDADES MITOCONDRIALES
Hoy por hoy no existen técnicas que permitan transformar
el ADNmt de organismos multicelulares, por lo que no es
posible corregir directamente mutaciones en el ADNmt.
Sinembargo, en organismos unicelulares, como lalevadura

Figura 2. EIl ADN mitocondrial humano. Se trata de una doble
cadena circular de ADN, que codifica para varias subunidades
de los complejos de la fosforilacién oxidativa. Los genes ND1-

4, ND4L, ND5 y ND6 codifican subunidades del complejo |, el
gen cit b al citocromo b del complejo Ill, los genes COX1-3 a las
subunidades 1-3 de la citocromo oxidasa y los genes atp6 y atp8
a las subunidades ATP6 y A6L de la ATP sintasa. Ademas existen
genes que codifican a los ARN ribosomales (rARN) 16s y 18s y a
los ARN de transferencia para 20 aminoécidos. El asa D es una
regiéon altamente variable donde se encuentra un origen de
replicacion de la cadena pesada O, y las regiones promotoras
HSP y LSP.

Saccharomyces cerevisiael alga verd€hlamydomonas
reinhardtii si es posible transformarADNmt mediante
bio-balistica, una técnica que permite bombardear las
células con particulas de oro o tungsteno recubiertas de
ADN?*, Como estos organismos no son totalmente
dependientes del metabolismo oxidativo para sobrevivir
(las levaduras pueden fermentar y las algas realizar la
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Figura 3. Maquinaria de importaciéon de protefnas en S. cerevisiae. Las proteinas sintetizadas en el citosol, unidas a
chaperonas citosélicas, son dirigidas hacia el complejo TOM (Translocasa de la Membrana Externa) gracias a la secuencia
de direccionamiento a mitocondria o MTS (en rojo). Una vez que las proteinas comienzan a cruzar la membrana externa
pueden seguir 4 rutas diferentes: ayudadas por chaperonas pueden interaccionar con el complejo SAM (Sorting and
Assembly Machinery) y ser integradas a la membrana externa (1); dirigirse al complejo TIM 22 (Translocasa de Membrana
Interna) y ser liberadas de manera lateral en la membrana interna (2); las proteinas que tienen como destino final el espacio
intermembranal siguen por la via de MIA (Mitochondrial Intermembrane Space Import and Assembly) que las asiste en el
plegamiento (3); finalmente, la proteina puede dirigirse al complejo TIM23 (4) en donde pueden ser liberadas de manera
lateral a la membrana interna (A) o translocadas totalmente con ayuda de las chaperonas mitocondriales (HSP70). Cuando
las protefnas alcanzan la matriz, la MTS es eliminada por una proteasa mitocondrial; si la proteina es una proteina soluble
adquiere su estructura tridimensional en este punto (B); si se trata de una protefna hidrofébica, es insertada en la membrana
interna mitocondrial a con la ayuda de la proteina OXA (C). La estrategia de la expresién alotépica esta basada en la opcién
4-C; las protefnas expresadas alotépicamente deben alcanzar la matriz mitocondrial, ser procesadas en la matriz
mitocondrial y después integrarse a la membrana interna a través de OXA. EIM, Espacio Intermembranal; ME, Membrana
Externa; MI, Membrana Interna.

fotosintesis) se pueden obtener cepas mutantes que sqarte células de osteosarcoma a las cuales se les elimin6 el
incapaces de respirar. ADNmMmt con bromuro de etidio. El resultado es una célula hibrida
con el fondo genético de la célula cancerosa que puede cultivarse
Los modelos celulares de enfermedades mitocondriales elndefinidamente (célula inmortalizada), pero que contiene las
vertebrados se denominan hibridos citoplasmaticos o “cibridos'mitocondrias y el ADNmt del paciente. Si se hace una seleccién
y fueron desarrollados por King y ¢élLas cibridos se obtienen  cultivando los cibridos con bromuro de etidio se pueden obtener
al fusionar dos tipos de células: por una parte células de la pietélulas homoplasmicas mutantes en un determinado gen. Como
(fibroblastos) de pacientes con enfermedades mitocondriales, ks células de los mamiferos dependen del metabolismo oxidativo,
las cuales se les elimina el nlcleo por métodos fisicos; por otr&s necesario mantener los cibridos homoplasmicos mutantes en
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un medio de cultivo que tenga uridina y piruvato, de lo contrariomitocondriales, han llevado a buscar estrategias de posibles
las células mueren. Los cibridos homoplasmicos con la mutaciorterapias génicas. Entre las alternativas, existen tres opciones
T8993G en el geatp6(mutacion que cambia la leucina 156 por principale$ 32

una arginina) han sido muy utilizad§s® 1618 Esta mutacion

esta relacionada con los sindromes de Neuropatia, Ataxia L.

Retinopatia Pigmentosa (NARB)con el Sindrome de Leigh de
Herencia Materna (MILS) Otro cibrido homoplasmico contiene
lamutacion G11778A en el gad4(mutacion que sustituye ala
arginina 340 por histidin®asociada con la Neuropatia Optica
Hereditaria de Leber (LHORP) Existen también cibridos conla
ablacion 948015 que elimina 15 nucledétidos del gen3(y, por

lo tanto, la ablacion de 5 &)mutacion asociada con un
decremento en la actividad de la citocromo oxittasa

Inhibicion selectiva de la propagacion del ADNmt mutante
Se trata de introducir a la mitocondria enzimas de restriccion
capaces de reconocery cortar al ADNmt mutéatetroducir
moléculas quiméricas de péptidos unidos covalentemente a
acidos nucleicos capaces de introducirse a la mitocondria
para hibridar e inhibir la traduccién y replicacién del ADNmt
mutanté*. Estas estrategias requieren que la mutacién en el
ADNmMt sea heteroplasmica y que la enzima de restriccion o
las moléculas inhibidoras sean capaces de discriminar entre
el ADNmt silvestre y el ADNmt mutante.

Los modelos animales de las enfermedades mitocondriales son
escasos Yy esto ha impedido el desarrollo de tratamientos para
ellas. Uno de los modelos mas conocidos es un raton que perdio

Vectores de expresién mitocondrial@goéricamente, esta
opcién podria utilizarse para corregir cualquier tipo de

mas de 4500 pb de su genoma mitocondrial, incluyendo varios
tARN y 7 genes estructurales. Este raton es conocido como

“mito-mouse”y presentavarios de los sintomas que se presentan

en pacientes con enfermedades mitocondffal€gro ratén
modelo contiene una interrupcién en el gen mitoconcoiel,
presentando miopatia y cardiomiop#ti Se han logrado
también producir modelos animales de la enfermedad de LHON
mediante lainhibicién o laanulacién del complejo | mitocondrial;
para ello se ha recurrido a la administracién intraocular de
rotenon& o al uso de ARN interferente que bloquea la sintesis

mutacion en el ADNmt sin importar si la mutacion es
homoplasmica o heteroplasmica. Consistiria en introducir
ADNmt recombinante en el organelo, ya sea completo o en
fragmentos, que contenga una copia silvestre del gen cuya
expresion sea controlada por promotores de genes
mitocondriale®. Como se indic6 mas arriba, alafechano es
posible transformar mitocondriasvivo. Sin embargo, si se

ha clonado el ADNmt de ratén (de 16.3 kb)Estherichia

coli, y se ha demostrado que puede ser incorporado a
mitocondrias aisladas de ratén usando técnicas de

de NDUFA1, una subunidad esencial del compléjo | electroporaciéft.
TRATAMIENTOS ACTUALES DE LAS ENFERMEDADES 3.
MITOCONDRIALES
Hasta la fecha no hay un tratamiento para las enfermedades
mitocondriales, excepto en aquéllos casos raros en los que la
mutacién en el ADNmt se encuentra solamente en un érgano en
particular y es posible llevar a cabo un transplante. El resto de
los tratamientos existentes estan dirigidos a mitigar los sintomas,
e incluyen el ejercicio fisico y el tratamiento farmacolégico. El
ejercicio fisico se utiliza paratratar de mejorar enfermedades colLA EXPRESION ALOTOPICA Y SU POTENCIAL PARA EL
una elevada proporcién de ADNmt mutante en el masculo. EIDESARROLLO DE TERAPIAS GENICAS
tratamiento farmacoldgico incluye la administracién de La expresién alotopica se considera una de las opciones mas
anticonvulsivantes, farmacos para el control de disfuncionesviables para el tratamiento genético de las enfermedades
endocrinas, metabolitos y cofactores, como la carnitina y lacausadas por mutaciones en el ADNmt, ya que posee al menos
coenzima QO. También se administran antioxidantes como la tres grandes ventajas: hay técnicas establecidas para introducir
vitamina E para reducir el dafio ocasionado por las especiematerial genético en el nucleo celular; podria servir para el
reactivas de oxigeno que se acumulan cuando esta afectadati@tamiento tanto de enfermedades homoplasmicas como
funcién mitocondrial o compuestos que evitan la acumulaciénheteroplasmicas; y la proteina resultante llegaria a todas las
de metabolitos nocivos, como el dicloro-acetato que evita elmitocondrias presentes en la célula afeétada
incremento de &cido lactie®=% En general, se considera que
todos estos tratamientos son paliativos, ya que disminuyen lo&l gen que se pretende expresar alotépicamente debe ser
sintomas, pero no curan la enfermedad. modificado de tal manera que sea capaz de expresarse desde el
nucleo. En primer lugar, se debe tener en cuenta que en los
HACIA EL DESARROLLO DE TRATAMIENTOS GENETICOS humanos el cédigo genético y el uso de codones mitocondriales
PARA LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES son diferentes a los nucleares, por ejemplo, el codén UAG que
La ausencia de tratamientos efectivos para las enfermedademdifica para triptéfano en el cédigo genético mitocondrial es

Expresion alotopic#nte la dificultad de introducir material
genético a las mitocondrias y la dificultad de integrar una
copia silvestre del gen mutante en cada mitocondria, se ha
planteado otra posibilidad: expresarlos genes mitocondriales
desde el nucleo e introducir en las mitocondrias a la proteina
silvestre sintetizada en el citosol (Figura 4), aprovechando la
magquinaria de importacion mitocond#éFigura 3).
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Figura 4. El fundamento de la expresi6n alotépica. Una mutacién en un gen mitocondrial, denotada por una X, trae consigo
una deficiencia en la fosforilacién oxidativa en la mitocondria. La expresién de la proteina mitocondrial correspondiente,
desde el ndcleo o desde un vector citosélico (A) seguida de su importaciéon a la mitocondria (B), podria en principio,
restaurar el defecto en la fosforilacién oxidativa (C). La presecuencia mitocondrial (MTS) se ilustra como una alfa-hélice
con cargas positivas.

interpretado como un codén de paro en el cédigo genéticanodificacién directa al gen alotépico, se debe considerar incluir
nuclear. Porlo tanto, el gen mitocondrial debe recodificarse pardos promotores adecuados para el control de la expresién del gen:
que su ARN correspondiente sea traducido correctamente pauna expresiéon muy baja de la proteina podria no ser suficiente
los ribosomas citosdlicos. Después de ser sintetizada, la proteinaara subsanar la deficiencia en la sintesis de ATP y una expresién
debe dirigirse hacia la mitocondria e introducirse al organelo.exagerada podriaresultar téxica parala célula o desencadenar un
Para ello, es necesario que la proteina alotépica cuente con ummoceso apoptotico.

secuencia sefial en el extremo amino terminal, denominada sefial

de direccionamiento a la mitocondria (MTS, por sus siglas delLA EXPRESION ALOTOPICA EN LA LEVADURA

inglés Mitochondrial Targeting Sequence), que sea reconocidésaccharomyces cerevisiae

por lamaquinariade importacion mitocondrial. LaMTS funciona Banroques fue el primero en lograr una expresion alotdpica en
como un codigo postal, que asegura el envio de la proteindevadura. Expresé una madurasa de ARN, una proteina soluble
sintetizada en el citosol a la mitocondria y no a algin otroque se encuentra en la matriz mitocondrial y que esta codificada
organeloenlacélula. Lamayoria de las proteinas mitocondrialeen un intrén del gen mitocondrial del citocromba madurasa
codificadas en el nlcleo tienen las MTS de 20 a 40 aminoacidosle ARN es una proteina indispensable para el metabolismo
(aa) que forman una alfa hélice anfipatica (una cara de la hélicexidativo de lalevadura porque esta encargada del procesamiento
contiene residuos de aminoacidos hidrofébicos y la cara opuestdel mMARN de la subunidad | de la citocroomxidasa (COX1).
residuos de aminoacidos cargados o hidrofilicos). La MTS esBanroques y colaboradores lograron la expresion citosélica de
reconocida por el complejotranslocador de proteinas ubicado eta madurasa de ARN y suimportacién ala mitocondria utilizando
lamembrana externa mitocondrial (conocido por sus siglas comda MTS de la subunidad ATP9 de la ATP sintasiel@rospora
TOM)ydespués de atravesar las dos membranas mitocondrialesassa Cuando la proteina se expresé en cep&s derevisiae
esremovida por una proteasa especifica en la matriz mitocondrialncapaces de crecer en medios de cultivos oxidativos por contener
dando lugar a la proteina madura. Aquellas proteinas que sana ablacion en la regién del ADNmt que codifica para la
pretenden expresar alotépicamente requieren que entre la MT8adurasa, la proteina citosélica fue capaz de complementar y
y la proteina madura exista un sitio de reconocimiento de lagestaurar el fenotipo silvestre a las levaduras mutantes. De esta
proteasas mitocondriales. Finalmente, y aunque esto no es urmaanera, se report6 por primeravez una estrategia para compensar
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mutaciones en el ADNit Los primeros trabajos de expresion mitocondria) unida a la MTS de ATP9 Necrassala proteina
alotépica de proteinas membranales en levadura fueronrealizad@e expresay las mitocondriasccharomyceson capaces de
independientemente por el grupo de Jaggor el grupo de  importar la proteina, pero ésta no se ensambla en la ATP sintasa
Nagley® en 1986. Nagley y Devenish acufiaron el término ni complementa a levaduras mutantes en el gg®
expresion alotépiéé al demostrar experimentalmente que la mitocondriat“.
subunidad ATP8 (o subunidad A6L, una proteina integral de
membrana) de la ATPasa fusionada a la MTS de la subunidaéEl trabajo de Nagley permitié también conocer laimportanciade
ATP9 deN. crassapodia expresarse desde el citosol. Asi, los la naturalezay la longitud de la MTS en mantener una proteina
autores lograron la complementacién del metabolismo aerébicdidrofébica en estado “importabfé’primero mostraron que no
de unacepa d& cerevisiaque tenia una ablacion en el g8 todas las MTS que se fusionen a la subunidad ATP8 son capaces
mitocondriat®. También demostraron, inmunoprecipitando a la de lograr la importacion de la proteina en mitocondrias aisladas
ATPasa mitocondrial, que la proteina ATP8 expresada desde ale levadur®. Establecieron también que lalongitud de las MTS
citosol de la levadura se habia integrado funcionalmente abuede ser un factor importante, ya que la MTS de la subunidad
complejd®. Estos resultados no son triviales si tomamos enATP9 deN. crassaluplicada en tandem mejora la eficiencia de
cuentalacomplejidad del proceso: ATP8 es una proteina integramportacién de la proteina ATP8 y logra la importad@ivitro
de membrana (con un cruce transmembranal); para que estde proteinas que no se importaban con una sola copia de la
proteina se integre al complejo de la ATP sintasa, primero deb&TS*.
dirigirse hacia la mitocondria, atravesar las dos membranas
mitocondriales, plegarse de manera correcta tanto en las regiond&s 1995, Clarosy colaboradores utilizaron una estrategiaingeniosa
transmembranales como en las solubles y adquirir la orientaciépara determinar los limitesvivopara laimportacién de proteinas
correcta en la membrana para poder interactuar adecuadamentédrofébicas en mitocondrias de levadfjrdisefiaron una serie
con el resto de las subunidades de la ATP sintasa. Nagley de proteinas con tres regiones: en el extremo amino terminal, la
colaboradores aportaron evidencia bioquimica y funcional deMTS de la subunidad ATP9 de la ATP sintas&lderassala
gue laexpresion alotopica era factible y con ello abrieron la puertaegion central estaba constituida por uno o mas segmentos
ala posibilidad de expresar el resto de las proteinas codificadasansmembranales del apocitocromo(proteina codificada
en el genoma mitocondrial desde el nucleo y sentaron las basesxclusivamente en el ADNmt) y en la region carboxilo terminal
para un eventual tratamiento de las enfermedades mitocondrialefusionaron la madurasa de ARN. Transformaron un par de cepas
deS. cerevisiaenutantes en el gen de la madurasa (e incapaces
Lostrabajos del grupo de Nagley sirvieron también paracomenzade crecer en medios de cultivo oxidativos) con sus diferentes
a establecer los requerimientos para que una proteina pueda sewnstrucciones y usaron el gen de la madurasa como gen
expresada alotépicamente. Mediante mutaciones puntuales ereportero: silas cepas transformadas lograban crecer en medios
las que eliminan los aminoacidos cargados del extremo carboxilale cultivo oxidativos, entonces la proteina (con los 7 cruces
terminal de la proteina ATP8, determinaron que la hidrofobicidadtransmembranales del apocitocrdmyda madurasa) habia sido
total de la proteina es quiza el parametro mas importante paraanslocada completamente hasta la matriz mitocondrial. Asi,
permitir o no laimportacién de proteinas a la mitocofdfide pudieron encontrar que el apocitocrdmmm podia serimportado
estamanera, se aport6 evidencia alateoria originalmente propuestampleto a la mitocondria, pero que si se podiaimportar cada uno
por Popot y de Vitry en 1990, quienes propusieron que lade sus cruces transmembranales por separado, con un limite de
hidrofobicidad de una proteina era el factor determinante parantre 3 y 4 cruces transmembranales a la vez. Aparentemente,
poder introducirse ala mitocondficEl grupo de Nagley mostré  este limite depende de la MTS que se utilice, de la naturaleza de
también que la subunidad ATP8 expresada alotépicamente sks segmentos transmembranalesy probablemente del organismo
integra al complejo de la ATP sintasa s6lo en levaduras donden el que se intente la expresion alotépica. Con estos experimentos,
el genatp8ha sido eliminado o interrumpido, es decir, cuando Clarosy cols. notaron que cuando dos cruces transmembranales
esta completamente inactivado y no hay sintesis de la proteinae encuentran separados por regiones hidrofilicas cortas, son
ATP8 mitocondrial. En cambio, cuando se expresa alotépicamentends dificiles de importar que cuando los cruces estan separados
a la proteina ATP8 en levaduras que aln tienen una copigor regiones hidrofilicas mas largas. Estas observaciones
funcional del geatp8mitocondrial, existe una competenciapor permitieron establecer un método para predecir si una proteina
el sitio de ensamblaje entre la subunidad ATP8 mitocondrial y lapuede o no serimportada, basado enla relacion de la hidrofobicidad
subunidad ATP8 alotépica. En estas condiciones, esla subunidaghaxima de un cruce transmembranal (17 aa) con la
sintetizada dentro del organelo la que se ensamblamesohidrofobicidad, es decir, hidrofobicidad media de una
preferentemente en la ATP sintasa, mientras que la subunidacegién de la proteina que podria incluir hasta 3 cruces
alétopica es indetectable en el complejo inmunoprecighado transmembranales (60-804a)
Mostraron también que no siempre una expresion alotépica es
exitosa. Por ejemplo, al expresar una version nuclear de l&n 2010, Supekovay colaboradores, corroboraron laimportancia
proteina ATP9 d&. cerevisiagusualmente codificada en la de la MTS y de la hidrofobicidad media de la proteina que se
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desea expresar alotépicamente. Trabajando con el geimportaciénin vitro de la versién mitocondrial de COX2 unida
mitocondrial cox2 que codifica para la subunidad 2 de la ala MTS de COX2 nuclear.
citocromoc oxidasa y que posee 2 cruces transmembranales,
lograron su expresién alotépica en una cepa de levadura quEn 2005, Pineauy colaboradores hicieron uno de los trabajos mas
tenia el gewox2mitocondrial interrumpido y que, por lo tanto, sélidos de expresion alotépica utilizando una mutante de la
eraincapaz de crecer en un medio con sustratos respiratorios. l@anta de tabacdicotiana sylvestrisque contenia el gen
proteina COX2 se fusioné a las MTS de las proteinas OXA1 (42mitocondriaind7interrumpido y que era incapaz de sintetizar la
aa), ATP9 (66 aa)y COX IV (25 aa). Enlos primeros experimentos,subunidad ND7 del complejo I. La planta mutante no podia
después de transformar levaduras, no pudieron observar unensamblar el complejo | mitocondrial y esto se traducia en un
recuperacion del fenotipo respiratorio. Al llevar a cabo un ciclo crecimiento pobre y en anormalidades en las hojas y flores. El
de mutagénesis al azar sobre el gexRy transformando de  grupologré laexpresion alotépicade la proteinaND7 conlaMTS
nuevo a las levaduras con los gese®mutantes, lograron que  de laformato deshidrogenasa de papa (25 aa + 4 aa de la proteina
lalevadurarecuperaraentre un 15y un 30% de latasa de consumaadura) y observaron que las plantas transfectadas recuperaron
de oxigeno de la cepa silvestre. Al secuenciar las proteinasl fenotipo silvestre. Pineau y cols. no s6lo demostraron que las
mutantes, encontraron que la substitucion de un solo residuglantas que expresaban la subunidad ND7 alotépicamente volvian
(triptéfano 56 por arginina) era suficiente para reducir la arecuperarlaactividad del complejol, sino que ademas mostraron
hidrofobicidad del primer cruce transmembranal de la proteinade manera inequivoca (mediante electroforesis nativa,
COX2 y permitir su importacion a la mitocondria. La inmunoréplicas y espectrometria de masas) que la subunidad
complementacion sélo se logré utilizando las MTS de Oxaly deND7 expresada alotdpicamente se encontraba integrada al
ATP9, peronoconlaMTS de COX4videnciandolaimportancia  complejo I mitocondriaf.
de una adecuada seleccion de la MTS.

EXPRESION ALOTOPICA EN CULTIVOS CELULARES
LA EXPRESION ALOTOPICA EN PLANTAS (CELULAS DE MAMIFERO)
También se ha explorado la expresion alotdpica de genesa expresion alotopica se ha intentado también en varias lineas
mitocondriales en organismos vegetales: en 2002, Daley ycelulares de mamifero, asi como en cibridos homoplasmicos
colaboradores en sdyg, en 2005, Pineau y colaboradores en mutantes en algin gen mitocondrial. En 2003, Tsukihara y
Nicotiana sylvestri&®. colaboradores expresaron alotépicamente a la subunidad | de

la citocromo oxidasa (COX1) con el fin de explorar como bombea
El trabajo de Daley subrayo6 la importancia del tamafio de lados protones la citocromo oxidasa. La proteina COX1 se fusion6
MTS y de la hidrofobicidad de la proteina como una de lasalaMTS de lasubunidad COX4 de bovino (de 25 aa) y se expreso
principales barreras paralatransferencia de genes mitocondrialeen células HELA (células de cancer cervical de hunyaka)n
al ndcleo, estudiando a la proteina COX2 de ‘oyalLa cuando los autores no purificaron a la COX hibrida debido a lo
subunidad 2 de la citocronmoxidasa (COX2) generalmente escaso del material biol6gico, sus experimentos de inmunoréplicas
esta codificada en el genoma mitocondrial, sin embargo, en lasugieren que la proteina se expres6 alotbpicamente en las
plantas leguminosas puede estar en el genoma mitocondrial, ecglulas y se integré al complejo 1V, desplazando a la subunidad
el genoma nuclear o incluso en ambos genomas, dependiend8OX1 humana sintetizada en el interior del organelo. Ademas,
de la especie. En el caso particular de la soya, elgetesta elcomplejo IV hibrido tenia actividad de citocromo oxidasa, pero
en el genoma nuclear, mientras que el genoma mitocondriakra incapaz de bombear los protones, esto Ultimo ocasionado
posee un remanente del gmx2que no se traduce. Daley y por una mutaciéon que se introdujo en uno de los cruces
cols. encontraron que la proteina COX2 codificada en el nlicledransmembranales de la COX1 como parte del objetivo del
posee una MTS de 136 aminodacidos (mucho mas larga que lasstudio. Los genes que codifican ala COX1y al citoctoded
MTS comunes), la cual se procesa en varias etapas, y que @mplejobc, estan invariablemente presentes en los genomas
absolutamente necesaria para la importacion de la proteinamitocondriales, probablemente por que son las proteinas mas
Ademas, solo las mitocondrias de soya son capaces de procesaidrofébicas de los complejos de la fosforilacion oxidativa (y
esta MTS. por ende, los mas dificiles de importar ala mitocondria). Resulta

sorprendente que la subunidad COX1, proteina extremadamente
La version nuclear de la proteina COX2 de soya tiene 25hidrofébica con 11 cruces transmembranales, se haya podido
aminoacidos diferentes con respecto a la versién mitocondrial yexpresar alotdpicamente con tanta facilidad.
algunos de estos residuos disminuyen la hidrofobicidad del
primer cruce transmembranal. Daleyy colaboradores demostrarok&l grupo de Eric Schon fue el primero en utilizar los cibridos
gue la MTS de la COX2 nuclear de soya era incapaz por si solaomoplasmicos con mutaciones en el ADNmt para evaluar la
de importarin vitro a la versién mitocondrial de COX2, sin expresién alotopica de genes mitocondriales humanos. En un
embargo, al sustituir dos aminoacidos hidrofobicos en el primemprimer trabajo utilizaron cibridos homoplasmicos con la mutacion
cruce transmembranal por otros mas hidrofilicos, lograron 1aT8993G en el gen mitocondrath6, que codifica ala subunidad
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6 de la ATP sintada Expresaron alotépicamente una versién T8993G (que son modelos de laenfermedad de NARP) y aunque
nuclear de la subunidad ATP6 mitocondrial silvestre fusionadaobtienen cierta resistencia de los cibridos a la oligomicina, la
a la MTS de la subunidad ATP9 y a la MTS de la subunidadproteina exdégena no incrementa la capacidad de crecimiento de
COX18delacitocromo c oxidasa (61y 25 aa, respectivamente)los cibridos transfectados con respecto a los no transfectados
De acuerdo a sus resultados, la subunidad expresadgtampoco elimina la dependencia de los cibridos a la uridinay
alotopicamente fue capaz de integrarse en el complejo de la ATRBiruvato. Los autores concluyeron que la expresion alotopica es
sintasay de incrementar la capacidad de sintesis de ATP de lgmsible, pero que no lograronlacomplementacién de los cibridos
células transfectadas. Los mismos autores intentaron corregimutantes porque usaron la proteina ATP6 de hamster y no de
la actividad de la ATP sintasa en los mismos cibridos con un getmumano. Sus resultados sugieren que la proteina alotépica logra
atp6 deficiente mediante la expresién alotopica de la proteinadesplazar a la subunidad ATP6 enddgena por el sitio de
ATP6 del alga verdeChlamydomonageinhardtii** (un ensamblaje, resultado que discrepa del obtenido con la proteina
organismo en el cual esta proteina es naturalmente expresacdel P8®,
desde el genoma nucl&rlLa proteina del alga se importé con
una mayor eficiencia que la proteina humana y fue capaz ddA IMPORTANCIA DE LOS EXTREMOS 3’UTR
restaurar la capacidad de sintesis de ATP de los cibrido&n 2006, elgrupode Corral-Debrinskiafiadio al disefio experimental
transfectados. La mayor eficiencia se atribuy6 a la presencia dana nueva variable para optimizar la expresion alotopica de
una MTS largay a una baja hidrofobicidad media de la proteingoroteinas hidrofébicas: propusieron incluir en los genes que se
ATP6 del alga. Este trabajo demostré también que lamaquinarigntegran al genoma nuclear las regiones 3'UTR de genes que
de importacién de proteinas de un organismo era capaz deodifican para proteinas mitocondriales, pues se ha descrito que
reconocer las MTS presentes en proteinas de un organismestas regiones no traducidas son importantes para dirigir el
filogenéticamente distante. Cabe sefialar que en algunostrabajosiARN a ribosomas asociados a la membrana externa
a la estrategia de expresar alotdpicamente una proteina quaitocondriat®®’. Asi, la traduccién de la proteina cuyo destino
proviene de un organismo diferente se le denomina expresioms la mitocondria ocurre en la periferia de lamembrana externay
xenotopica. la importacion se lleva a cabo de manera co-traduccional (las
proteinas se van insertando en la mitocondria a medida que se
Enel 2002, el grupo de Guy estudid la expresion alotépica del gesintetizan). Con ello se evitala agregacion de la proteina hidrofébica
nd4, el cual codifica para la subunidad ND4 del complejo | en el citosol, reduciendo la posibilidad de que la proteina
mitocondriaf*. Utilizaron cibridos homoplasmicos enlamutacion exégenaresulte téxica para la céftffalos autores construyeron
G11778A, la cual resulta en el cambio de la arginina 340 poruna version nuclear de ATP6 fusionada con la MTS (30 aa) de
histidinay que se ha asociado con el 50% de los casos de LHOM sUper-6xido dismutasa mitocondrial (SOD2) y en el extremo 3’
(Neuropatia Optica Hereditaria de Leber) en el méfrid.os afadieron la regiéon 3'UTR del mARN de la SOD2 (215 pb).
pacientes con LHON presentan pérdida de la vision en ambo®emostraron que el ARN correspondiente se asocia
ojos por atrofia del nervio éptico. Los autores construyeron dospreferentemente a los ribosomas unidos a la membrana externa
diferentes versiones de la proteina ND4 mitocondrial: unamitocondrial mediante experimentos de inmunofluoresencia.
fusionada a la MTS (61 aa) de la subunidad ATP9 y con unConcluyeron que la proteina alotépica ATP6 co-localiza con la
epitope FLAG en el extremo carboxilo terminal para su deteccionATP sintasa y demostraron mediante inmunoréplicas que la
con anticuerpos; laotrafusionadaalaMTS (19 aa) de laaldehidproteina ATP6 alotopica se encuentra asociada a la fraccion
deshidrogenasa mitocondrial y a la proteina verde fluorescentenitocondrial y que su peso molecular corresponde al de la
GFP en el extremo carboxilo terminal. Mediante microscopiaproteina madura (sin MTS). Todo esto los llevé a concluir que
confocal mostraron que sélo la versién de la proteina ND4 corla proteina se procesa correctamente y se integra funcionalmente
la MTS de ATP9 se importé en la mitocondria y le dio la ala ATP sintasé
capacidad a los cibridos mutantes de crecer en medios
respiratorios e incrementar su capacidad de sintetizar ATP. Posteriormente, llevaron a cabo la expresion alotopica de ATP6
(utilizando la presecuenciay el 3UTR de SOD2) enfibroblastos
Por su parte, en 2005, Zullo y cols. continuaron con los trabajogle un paciente con NARP (95% de heteroplasmia mutante) y de
de expresion alotopica del gatp6tanto en cibridos como en la proteina ND4 a la cual afiadieron la MTS (21 aa) y la region
células CH®. En su trabajo, fusionaron la proteina ATP6 a la 3'UTR (1425 nucledtidos) de COX10 en cibridos homoplasmicos
MTS de 32 aminoacidos de descarboxilasa de ornitina. Ademagnutantes. De acuerdo a sus resultados, determinaron por
utilizaron una version mutante de ATP6, la cual es resistente ainmunofluoresencia que ambas proteinas co-localizaron con la
inhibidor oligomicina. Concluyen que la proteina resultante seproteina alfa de la ATP sintasa y las células transfectadas eran
dirige alamitocondria, ya que las células CHO transfectadas sonapaces de crecer en medios de cultivo sin glucosa, por lo que
capaces de resistir concentraciones de oligomicina hasta 1008sumieron que habian recuperado la capacidad de sintetizar
veces por arriba de lo que pueden resistir las células n@ATP?S,
transfectadas. Transfectaron también cibridos con la mutacién
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Los MODELOS ANIMALES portadores de la mutacion, hasta pacientes con total pérdida de
Después del aparente éxito en la expresion alotopica en cultivogision. A todos ellos se les pretende inyectar una carga de
celulares, se ha intentado probar la misma estrategia en model@slenovirus que contiene una copia silvestre dehddrmen el
animales. Sin embargo, el ratdn conocido como “mito-ma@tise” humor vitreo del ojo afectatfoEste estudio esta en proceso y
no es idéneo para llevar a cabo experimentos de expresiohay que esperar los resultados del mismo. Sin embargo, otros
alotopica, pues contiene multiples defectos en la fosforilaciénautores opinan que es muy pronto para aventurarse a llevar a
oxidativa debidos a la ausencia de una gran parte del genomeabo la expresion alotépica en humanosy han aportado evidencia
mitocondrial. Los modelos murinos de la enfermedad de LHON que lleva a pensar que aln se requiere mas experimentacion antes
obtenidos mediante la administracion intraocular de rotéhona de llevar a cabo estudios clinicos.
o0 mediante el bloqueo de la expresion de NDUEALbunidad
esencial del complejo |, podrian ser utilizados para entender l&n 2003, el grupo de Morgésmprendié un estudio de expresion
patogenia de la enfermedad de LHON, pero no como modeloslotdpica de las proteinas ND4, del apocitocromo by de versiones
para intentar la expresién alotépica. truncas de estas dos proteinas utilizando laMTS de la nicotinamida
nucleétido transhidrogenasa (NNT, 43 aa), la MTS de COX8y
Recientemente, se ha utilizado la expresién alotépica comda MTS de ATP9. Sin embargo, Oca-Cossio y cols. reportaron
herramienta para producir modelos animales de LHON: Ellouzeresultados negativos y completamente opuestos a los de los
y colaboradores en la rétay el grupo de Guy en ratofigs reportes anterior&®: por un lado, mostraron que las diferentes
lograron producir un fenotipo similar a la neuropatia 6ptica construcciones no eran importadasvitro en mitocondrias
mediante la expresion alotdpica de una versién nuclear del geaisladas de ratay, por otro lado, mostraron que al ser expresadas
nd4con la mutaciéon G11778A, lamutacion causante del 60% desn lalinea celular COS7 las proteinas alotépicas parecen asociarse
los casos de LHOR El fenotipo observado incluye pérdida de ala mitocondria, pero no son importadas ni ensambladas en sus
la vision por atrofia del nervio éptico. De acuerdo a los autores,respectivos complejos respiratorios. Oca-Cossio y cols.
la pérdida de la vision ocurre por que la subunidad ND4 mutantesugirieron que las proteinas expresadas alot6picamente
lograintroducirse ala mitocondriay ensamblarse en el complejgrobablemente son reconocidas por lamaquinaria de importacion
| desplazando a la subunidad ND4 que se sintetiza en lanitocondrial, pero que debido a la alta hidrofobicidad de las
mitocondria®®°, proteinas, particularmente en sus primeros 100 aminoacidos, no
pueden cruzar las membranas mitocondriales y quedan insertadas
Estos ensayos llevaron a los autores a preguntarse si ocurriride manera parcial en la cara externa de la mitocondria; esto
lo mismoin vivosi se expresa alotépicamente al gadsin la ocasiona un efecto deletéreo en las células e inducen muerte
mutacién patogénica en el aminoacido 340. Después de laelular por apoptosis
inyeccién intraocular del gemd4 observaron que la proteina
ND4 silvestre expresada desde el niicleo no produce ninguno dén 2006, el grupo de lan HElse aboc6 a investigar mas afondo
los sintomas asociados con LHON, por lo que la expresiénla expresion alotopica de la proteina ATP6 humana, de la ATP6
alotopica del gend4en el ojo de ratones sanos parece no causade C. reinhardtiiy de otras proteinas ATP6 quiméricas con
alteracione8. Corroboraron mediante microscopia confocal caracteristicas de algay de humano, en cibridos homoplasmicos
gue la proteina ND4 se importa a la mitocondria, ya que su sefiaon la mutaciéon T8993G en el ggp6mitocondrial. Este grupo
co-localizé con Mitotracker (un colorante especifico de también encontré dificultades paralograr la expresion alotopica
mitocondria). También, mediante inmuno-localizacién con de sus construcciones, y plante6 serias dudas sobre trabajos
particulas oro y microscopia electrénica, concluyeron que laanteriores, sobre todo porque utilizaron los mismos vectores,
proteina se encontraba dentro de las mitocondrias. Los resultad@®nstrucciones y lineas celulares que se utilizaron en los trabajos
de este estudio sugirieron que proteina ND4 se integréprevios®4 Por un lado, lograron la expresion de sus proteinas
funcionalmente al complejo I mitocondfiaMas alin, mostraron  y encontraron (al igual que trabajos anteriores) que las proteinas
gue si primero se provoca la apariciéon de los sintomasexpresadas co-localizan con Mitotracker, con una mejor co-
caracteristicos de LHON mediante la expresion alotdpica de ldocalizacién conforme disminuye la hidrofobicidad media de las
version mutante de ND4 y después se expresa la proteina NDgroteinas (mejor parala proteina ATPE€deeinhardtii después
silvestre, se puede detener el dafio que causa la proteina mutamgara las quiméricas y finalmente para la humana). Sin embargo,
a las células de retina y al nervio éptico. Estos experimentosiespués de aislar mitocondrias de las células transfectadas, y
condujeron a intentar lo mismo en primé&gsdado que parece  separar los complejos de la fosforilacién oxidativa mediante
serinocua la inyeccion intraocular de adenovirus que contienemeles azules nativos, encontraron que la proteina alotdpica
el gen dend4silvestre, el grupo de Guy ha comenzado a realizarATP6 no se encontraba asociada a la ATP sintasa como habian
estudios clinicos en pacientes con LHOMNasta la fecha, han  descrito previamentg sino que formaba agregados de alto peso
reclutado a 25 pacientes, de los cuales 21 presentan la mutacidnoleculat’. El grupo demostré también que el criterio de
G11778A. Los pacientes se encuentran en diferentes estadios decuperacion de la funcionalidad de la ATP sintasa medido
la enfermedad, desde los que son asintomaticos y Unicament@ediante la determinacion de las velocidades de sintesis de ATP
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también debia ser analizado con mas cuidado, pues aunquEambiénen 2011, Perales-Clementey colaboradores publicaron
encontraron ligeros aumentos en la sintesis de ATP de lasin estudio cuestionando los resultados de la expresion
células transfectadas, también los observaron en célulaslotépic&®. En este caso intentaron la expresion alotépica del
transfectadas con una version nuclear de la proteina ATP&ennd6fusionado a la presecuencia de 25 aa de COX8 en una
mutante (ATP6 Leul56Arg causante de NARP) la cual no debidinea celular de ratén que habia sido identificada como
incrementar la sintesis de ATP, ya que contiene una mutacidmomoplasmica para una ablacién de un nucleétido en la posicion
deletérea. Los autores atribuyeron este incremento a artificiod 3887 que tiene como consecuencia la sintesis de una proteina
experimentales creados por el método de seleccion para lerunca que afecta el ensamblaje y la actividad del complejo |
obtencién de clonas establemente transfectadas: las célulawitocondrial. Los autores encontraron que las células que
transfectadas se sembraron inicialmente en presencia dexpresaban alotdpicamente la subunidad ND6 eran capaces de
antibioticoy, posteriormente, en medio de cultivo con galactosacrecer en medio de cultivo con galactosa, se ensamblaba
en lugar de glucosa. Es posible que el estrés de la transfeccigmievamente el complejo | yademas demostraron la presenciade
y del método de seleccion, favorecieron que las células que d&a proteina ND6 en el complejo. Sin embargo, mediante un
manera natural sintetizan mas ATP prevalecierany esto eslo quensayo en el cual marcaron radiactivamente las proteinas
aparent6 un incremento en la sintesis de’ATP sintetizadas en la mitocondria, encontraron que la proteinaND6
presente en el complejo habia sido sintetizada en el organelo y
Enel 2011, nuestro grupo de investigacién también se involucréno correspondia a la proteina expresada alotépicamente. Analisis
en el tema e intentamos la expresion alotopica de las proteinamas cuidadosos mostraron que las células no eran mutantes
ATP6 (subunidad 6 de la ATP sintasa) y COX3 (subunidad 3 dehomoplasmicasy que el estrés de la transfecciony de los medios
la citocromac oxidasa) codificadas en el ADNmten humahos  de cultivo selectivos favorecieron la proliferacion de ADN
Considerando los resultados anteriores, y asumiendo que lenitocondrial silvestre y con ello reestablecieron la sintesis
hidrofobicidad de las proteinas constituyen una de las barreramitocondrial de la proteina ND6 mitocondrial. Enlo que respecta
mas grandes para la expresion alotdpica, decidimos construia la proteina ND6 expresada alotépicamente, ésta era dirigida a
proteinas quiméricas usando a las proteinas ATP6 y COX3 ddla mitocondriay probablemente interactuaba de alguna manera
alga verdeC. reinhardtiicomo modelo natural de la migracion con la membrana externa del organelo, pero no era importada
de proteinas mitocondriales al ndcleo. &nreinhardtii las hasta la matriz mitocondrial ni se ensamblaba con el complejo .
proteinas ATP6 y COX3 estan naturalmente codificadas en el
genomanucleéi®® ATP6 y COX3 presentan una hidrofobicidad En conclusion, el tema de la expresion alotépica es y sera en los
media menor a la observada para proteinas homélogas en otrggdximos afios un tema de debate. Enla Tabla | se resumen todos
organismos y son dirigidas a la mitocondria por medio de unalos intentos de expresién alotépica que se han publicado. Sibien
MTS particularmente lar§a Por lo tanto, para construir las se han alcanzado consensos en cuanto a que no todas las
proteinas quiméricas redujimos la hidrofobicidad media de laspresecuencias son capaces de dirigir una determinada proteina
proteinas humanas y afiadimos las presecuencias de ATP6 y @da mitocondria y que la hidrofobicidad de la proteina es critica
COX3delalgaen el extremo amino terminal. Expresamos tanto lapara lograr suimportacion alamitocondria, aiin hay discrepancias
proteinas quiméricas como la subunidad ATRB.aeinhardtii respecto a la efectividad y viabilidad de la expresion alotépica.
en cibridos homoplasmicos, ya sea mutantes en ehtpén Por un lado, se han obtenido resultados contundentes que
(T8993GY’ 0 en el gemwox3(948\15%°. Nuestros resultados apoyan laidea de que la expresion alotopica es posible, pero por
demostraron que aln cuando las proteinas tenian las MTS del otro existen opiniones contrarias que exponen la posibilidad
proteinas de un organismo filogenéticamente muy lejano, sorde que algunos de los resultados positivos pudieran ser falsos
reconocidas por la maquinaria de importacion de los cibridospositivos. Estas discrepancias aun estan siendo evaluadas por
humanos, pues aparentan estar en el interior de las mitocondriagrios grupos alrededor del mundo y seguramente en los préximos
cuando se les analiza mediante inmunofluoresencia indirectaafios la expresion alotépica continuara siendo un tema de debate
sin embargo, la expresién de las subunidades ATP6 alotépicasientifico, sobre todo si consideramos que ya se iniciaron los
no tuvieron efecto sobre la velocidad de sintesis de ATP yprimeros estudios clinicos con paciefitésn nuestra opinién,
tampoco logramos identificar a las proteinas alotdpicas en Igpara asegurarnos que la expresion alotépica es una estrategia
ATP sintasa inmuno-precipitada a partir de las mitocondrias deexitosa, sera necesario demostrar sin ambigiedades que la
células transfectadas. Todo esto nos llevé a concluir que laproteina alotopica se integré en el complejo de la fosforilacién
proteinas son dirigidas correctamente a la mitocondria, pero n@xidativa al que pertenece.
son importadas completamente ni integradas a sus complejos
correspondientes, por lo que el hecho de observar co-localizaciokn el titulo de esta revisién nos preguntamos si la expresién
de las proteinas alotépicas con alglin marcador mitocondrial n@lotépica es una tarea imposible o una enfoque experimental
es un criterio suficiente para afirmar que una proteina se importgpoderoso para tratar las enfermedades mitocondriales.
correctamente en la mitocondfia Consideramos que en la actualidad, existen evidencias
experimentales convincentes que nos permiten asegurar que
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proteinas con uno o dos cruces transmembranales si puedete un campo donde hay trabajos con resultados muy
expresarse alotépicamente. Sinembargo, para aquellas proteinpsometedores pero donde existen otros tantos con resultados
con tres 0 mas segmentos hidrofébicos, hace falta aportaopuestos. El trabajo presente y futuro de varios grupos de
evidencia experimental inequivoca de que se estan importandmvestigacion interesados en este tema eventualmente resolveran

Proteina Origen Presecuencia MTS Organismo Referencia
ATP6 Hamster Ornitin descarboxilasa | 32aa Células CHO Zullo, 2005
ATP6 Hamster Ornitin descarboxilasa | 32aa Cibridos T8993G Zullo, 2005
ATP8 H. sapiens COX8 25aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
Citb H. sapiens | AT9 H. sapiens 61 aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
Citb H. sapiens COX8 25aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
Citb H. sapiens COX8 +ATPIN. crassa | 25aa +66ad CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
Citb H. sapiens NNT 43 aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
ND4 H. sapiens AT9 H. sapiens 6laa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
ND4 H. sapiens COX8 25aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
ND4 H. sapiens COX8 + ATPH. sapiens| 25 aa + 61ag CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
ND4 H. sapiens NNT 43 aa CélulasCOS7 Oca-Cosio, 2003
ATP6 H. sapiens SOD mitocondrial 30aa Células HelLa Kaltimbacher, 2006
COxX1 H. sapiens COX4 de bovino 25aa Células HelLa Tsukihara, 2003
COX3 Quimera COX3 deC. reinhardtii | 110aa Cibridos 948815 Figueroa-Martinez, 201[L
ND4 H. sapiens ALDh mitocondrial 25aa Cibridos G11778A Guy, 2002
ND4 H. sapiens AT9 H. sapiens 6laa Cibridos G11778A Guy, 2002
ND4 H. sapiens COX10H. sapiens 2laa Cibridos G11778A Bonnet, 2007
ATP6 H. sapiens ATP9H. sapiens 6laa Cibridos T8993G Manfredi, 2002
ATP6 H. sapiens COXB8H. sapiens 25aa Cibridos T8993G Manfredi, 2002
ATP6 C. reinhardtii | ATP6 deC. reinhardtii 107 aa Cibridos T8993G Ojaimi, 2002
ATP6 Quimera ATP6 deC. reinhardtii | 107 aa Cibridos T8993G y 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 Quimera ATP6 deC. reinhardtii 107 aa Cibridos T8993Gy 1438 Figueroa-Martinez, 201[L
ATP6 H. sapiens ATP9H. sapiens 6laa Cibridos T8993Gy 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 H. sapiens COX8H. sapiens 25aa Cibridos T8993Gy 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 C. reinhardtii | ATP6 deC. reinhardtii 107 aa Cibridos T8993Gy 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 C. reinhardtii | ATP6 deC. reinhardtii 107 aa Cibridos T8993GYy 1438 Figueroa-Martinez, 201[L
ATP6 H. sapiens ATP6 deC. reinhardtii | 107 aa Cibridos T8993G y 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 H. sapiens FlavoproteinaH. sapiens | 44 aa Cibridos T8993Gy 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 H. sapiens ATP6 deC. reinhardtii | 107 aa Cibridos T8993G y 1438 Bokori-Brown, 2006
ATP6 H. sapiens SOD mitocondrial 30aa Fibroblastos NARP Bonnet, 2007
ND6-13887 | Raton COX8ratén 25aa Células de raton Perales-Clemente, 2011
ND4-LHON | Rata COX10raton 2laa Retina de rata Ellouze, 2008
ND4 Ratén AT9 H. sapiens 6laa Retina de raton Guy, 2009
ND4-LHON | Raton AT9 H. sapiens 6laa Retina de raton Qi, 2007
ATP8 Levadura ATPIN. crassa 66 aa Levadura Gearing, 1986
COX2 Levadura ATPIN. crassa 66 aa Levadura Supekova, 2010
COX2 Levadura COX4levadura 25aa Levadura Supekova, 2010
COX2 Levadura OXAl levadura 42 aa Levadura Supekova, 2010
Citb Citb ATP9 deN. crassa 66 aa Levadura Claros, 1995
Madurasa | Levadura ATP9 deN. crassa 66 aa Levadura Banroques, 1986
COX2 Planta COX2 de soya 136aa Soya Daley, 2002
NAD7 Planta Formato deshidrogenas@?25 aa Nicotiana sylvestris Pineau, 2005

Tabla I. Sistemas de expresi6n alotépica.

y ensamblando correctamente enlamitocondria. Se tratatodaviestas contradicciones.
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