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RESUMEN

El desarrollo de tecnologias que posibiliten editar o corregir con exactitud y eficacia
el genoma de células vivas es uno de los objetivos primordiales de la investigacion
biomédica. En las ultimas décadas se han investigado e implementado diferentes
herramientas de edicidon gendmica entre las cuales se destaca el sistema
CRISPR/Cas9, un mecanismo de defensa bacteriano que ha sido adaptado y
rediseflado para su empleo en otros modelos celulares. Dadas las prometedoras
cualidades de esta tecnologia y su ambicioso horizonte de aplicaciones, numerosas
lineas de investigacidn se han abierto tanto para intentar salvar las limitaciones
de su uso como para empezar a probarla frente a las principales enfermedades
candidatas a terapia génica.
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Abstract

The development of technologies that make it possible to accurately and efficiently
edit or correct the genome of living cells is one of the primary objectives of
biomedical research. In recent decades, different genomic editing tools have been
investigated and implemented, among which the CRISPR/Cas9 system stands out,
a bacterial defense mechanism that has been adapted and redesigned for use in
other cell models. Given the promising qualities of this technology and its
ambitious horizon of applications, numerous lines of research have been opened
both to try to overcome the limitations of its use and to begin testing it against
the main diseases that are candidates for gene therapy.
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INTRODUCCION

La edicion del genoma o la ingenieria del genoma es un tipo de ingenieria genética
en la que el ADN se altera en el genoma de una célula u organismo vivo,
insertando, eliminando o modificando un gen o secuencia de genes para silenciar,
mejorar o cambiar las caracteristicas del gen. En este complejo proceso son
utilizadas nucleasas modificadas genéticamente. (1)

La capacidad de editar y modificar de manera precisa el genoma abre un sinfin de
posibilidades para investigar las propiedades de los sistemas vivos asi como para
avanzar en técnicas médicas y en aplicaciones de bioingenieria. Las tecnologias
de edicién genética han evolucionado rapidamente permitiendo un acercamiento
en la obtencidn de un mecanismo que permita alterar el genotipo y fenotipo de
los organismos con eficacia, especificidad y con el menor nimero de efectos
colaterales.

Durante los afios noventa del pasado siglo y la primera década del XXI, al mismo
tiempo que se lograba la completa secuenciacion del genoma humano, se hacian
notables avances en tecnologias que permitian una edicion genética
verdaderamente precisa e integral, y que no solo consistian en el rudimentario
“cortar y pegar” de la tecnologia del ADN recombinante. Se empezaron a utilizar
enzimas de restriccion artificiales que ganaban en precision, como las
meganucleasas artificiales, las nucleasas con dedos de zinc o las TALEN
(Transcription activator-like effector nuclease, cuya traduccion es: sistemas
nucleasas efectoras semejantes al activador de transcripcion). (2)

Tan prometedores parecian estos métodos de edicidn genética que la revista
Nature los calificd en 2011 como el método del aifo. En ese articulo, sin embargo,
no se hacia referencia alguna a la herramienta de edicién genética que se
descubriria al afo siguiente y que ha revolucionado este campo: Crispr/cas9, una
herramienta prometedora de edicion del genoma que tiene potencial terapéutico
contra los trastornos genéticos incurables. Esta comprende una serie de
componentes esenciales para la introduccion de cambios o ediciones precisas en
secuencias de ADN blanco.

En esta revisién bibliografica se hace un andlisis de la literatura disponible para
exponer el desarrollo de esta tecnologia hasta la fecha y las razones por las que
constituye un avance con tanto potencial. Se evalian, ademas, sus limitaciones
en el area clinica y el conflicto bioético que ha suscitado por las posibilidades que
ofrece relativas a la edicidon genética.

Problema cientifico

Insuficientes conocimientos por parte de la comunidad universitaria de las Ciencias
Médicas acerca de Crispr-Cas9 y la trascendencia de su descubrimiento y
utilizacion.

Objetivo

Realizar una recopilacién y un analisis de una serie de investigaciones relativas a
la edicidn genética basada en el sistema Crispr/Cas9, y proporcionar dicha



('\,. &
C Tercer Congreso Virtual de “

- Bt Ciencias Basicas Biomédicas en Granma. ’
Manzanillo.

informacidon a la comunidad universitaria, particularmente a los estudiantes vy
profesores de la Facultad de Ciencias Médicas de Granma.

DESARROLLO
éQué es CRISPR? Descubrimiento y evolucion.

Lo sistemas CRISPR (del inglés “clustered regularly interspaced short palindromic
repeats”, cuya traduccion al espafol es “Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas”) fueron descubiertos de forma
independiente por varios grupos de investigacidon en organismos procariotas a
finales del siglo pasado, siendo el equipo de Ishino et al. el primero en detectarlos
en Escherichia coli en 1987. Tratdndose de un hallazgo casual, la funcién de estas
regiones de ADN permanecié como una incégnita durante varios afios. A pesar de
esto, las singulares estructuras que observaron estos investigadores sin duda
invitaban a su estudio: una serie de secuencias cortas homdlogas, cuyos
nucledtidos parecian seguir un orden palindrémico, se encontraban separadas
unas de otras a una distancia constante por secuencias espaciadoras de tamafo
similar.

Dos afos mas tarde, en 1989, el mismo grupo encontré repeticiones
practicamente idénticas, con el mismo patrén, muy cerca de las otras. Ese fue el
primer articulo que se dedicé exclusivamente a las CRISPR, aunque estas
secuencias no tenian nombre aun.

En 1991 hubo un grupo de microbidlogos holandeses que encontraron una regiéon
muy variable en la bacteria que produce la tuberculosis y quisieron usarlo para
diferenciar distintas cepas de microbacterium, para saber cudl era el origen de los
brotes epidémicos de tuberculosis. Encontraron que el causante de esa
variabilidad eran secuencias repetidas cortas y regularmente espaciadas. (3)

En 1993 el equipo de Franciso Martinez Mojica, un cientifico espafiol, publicé un
articulo de resultados de trabajos previos utilizando microorganismos haldfilos
extremos (Haloferax mediterranei), cuyo habitat se encuentra Unica vy
exclusivamente en las salinas de Santa Pola. Preocupados por entender cémo se
adaptaban a condiciones tan extremas, secuenciaron un fragmento de ADN que
podia estar implicado en esta adaptacidn y se tropezaron con unas secuencias
repetidas cortas y regularmente espaciadas.

El equipo de Francisco Mojica et al. realizd el correspondiente descubrimiento en
el dominio Archaea y, en el afio 2000, este mismo autor publicd una revision
concluyendo que estos sistemas pertenecian a una familia de secuencias repetidas
conservadas durante el proceso de evolucion de distintas especies procariotas y
las denomind short regularly spaced repeats (SRSRs) .

En el verano de 2003 Mojica descubrié que algunas de las secuencias espaciadoras
procedian de virus que infectaban o intentaban infectar a ese microorganismos,
otras procedian de plasmidos, que son moléculas que se transfieren de unas
bacterias a otras, y algunas de estas secuencias procedian también de regiones
del cromosoma de otras bacterias muy relacionadas. Asi descubrieron que el tener
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un espaciador concreto que coincidia con la secuencia de un virus hacia que ese
virus no pudiera infectar de forma eficaz a esa bacteria. Todo un sistema de
defensa inmunitario adaptativo de base genética en procariotas. (4)

Dos afios mas tarde, Ruud Jansen identificd los genes asociados que se llamaron
CAS ("CRISPR associated”) adyacentes a las repeticiones descritas, lo que sumado
a la revelacion de una “secuencia lider”, completé la descripcién de los
componentes de lo que actualmente conocemos como sistemas CRISPR/Cas. Con
el beneplacito de Martinez Mojica, rebautizé las secuencias repetidas, que pasaron
a denominarse clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR). Los descubrimientos de Mojica sentaron las bases para el posterior
desarrollo de la técnica de edicidn genética, lo que le ha valido una nominacion al
Premio Nobel de Medicina de 2016, que finalmente no ha ganado. (5)

En 2007 el equipo de Rodolphe Barrangou publicd la demostracién experimental
de que aquello era un sistema de inmunidad adquirida.

En 2012 un grupo de la Universidad de Berkeley liderado por Jennifer Doudna y
Emmanuelle Charpentier logré editar ADN mediante el CRISPR-Cas9 en un tubo
de ensayo, e intuyeron que esto mismo se podria realizar en otro tipo de células,
como las eucariotas, y que se podria usar como una herramienta de edicion
genética, aspecto que plasmaron en una publicacion realizada en la revista Science
en junio de 2012, donde describian los componentes del sistema CRISPR-Cas9 de
una bacteria (Streptococcus pyogenes).

Posteriormente, ese mismo afo, un equipo del Broad Institute, perteneciente a la
Universidad de Harvard y al MIT, encabezado por Feng Zhang logré realizar el
primer corte utilizando CRISPR/Cas9 sobre el genoma de una célula viva de
mamifero. Zhang logré inscribir este hallazgo en el registro de patentes de los
Estados Unidos. Actualmente, dicho registro se encuentra en un litigio legal con
las investigadoras y ganadoras del premio nobel de Quimica 2020 Doudna y
Charpentier. (6)

Mecanismo de accion de Crispr/Cas.

Aunque el descubrimiento de CRISPR constituye en si mismo uno de los grandes
hitos de los ultimos afios, el maximo potencial de este hallazgo se alcanzd con su
adaptacién como tecnologia de edicidn genética. Esto fue posible gracias a la
compresiéon de su funcionamiento natural en las bacterias, tal como se describe a
continuacion:

Gran parte del mecanismo de accién de estos sistemas inmunes depende de las
proteinas codificadas por los genes CAS. Con actividad nucleasa, estos productos
son capaces de degradar el material genético extrafio (tarea realizada por Casl y
Cas2, presentes en todas las especies) e integrarlo como un nuevo espaciador en
la region CRISPR, preferentemente en el extremo proximal a la secuencia lider. A
partir de este punto, los distintos tipos de sistema CRISPR divergen en la forma
de procesar los transcritos primarios de los espaciadores para convertirlos en
secuencias guia (denominadas crARN), que posteriormente serviran a la bacteria



('\,. &
C Tercer Congreso Virtual de “

Camsins © et Ciencias Basicas Biomédicas en Granma. ’
Manzanillo.
2023

para identificar las bases complementarias del bacteriéfago y defenderse de forma
efectiva. En los sistemas tipo I y III, el ARN guia esta constituido por una sola
cadena de nucledtidos; mientras que en los sistemas tipo II, una cadena de
tracrARN (“crARN trans-activador”) complementaria al crARN se une al mismo
para formar un ARN guia de doble cadena (sgARN).

El paso final es la unién del crARN con una proteina Cas endonucleasa que varia
segun el sistema. En el de tipo II, Cas9 es capaz de realizar un corte de tipo romo
en la doble hebra de ADN (DSB “double strand breack” o “corte de doble cadena”)
mediante sus dominios cataliticos HNH y RuvC. Para el reconocimiento de la regién
diana por parte de la enzima es necesario que en el ADN la secuencia homdloga a
crARN esté proxima a una regién PAM (“protospacer adjacent motif”), cuya
estructura depende de la proteina Cas y su origen. En el caso de Cas9 de
Streptococcus pyogenes (la variante mas comunmente utilizada por sus
propiedades) PAM consiste en un triplete en el que cualquier nucleétido va seguido
de otros dos con base guanina, -NGG-. Una vez completado el reconocimiento,
Cas9 realiza el corte entre el tercer y cuarto nucledtido “corriente arriba” desde
PAM. En cierto sentido, podemos comparar estas proteinas Cas con las enzimas
de restriccidn tradicionales, siendo Unicas por su capacidad de utilizar el ARN como
guia en lugar de proteinas. (7)

Una vez producido el corte, se pone en marcha la maquinaria celular de reparacién
del dafio en el DNA, existiendo dos vias para llevar a cabo este cometido: la via
de unién de extremos no homdlogos (NHEJ) o la via de reparacion directa por
homologia (HDR). Dependiendo de la presencia o ausencia de un molde de
reparacidn, se seguira una u otra via y, por lo tanto, se conseguiran diferentes
resultados de edicidn genética. Ademas ha de tenerse en cuenta que la NHE]
resulta menos precisa pero mas eficaz mientras que HDR presenta mas precisién
pero menos eficacia y dependencia del estado del ciclo celular. En ausencia de
molde de reparacion, se sigue la via propensa a errores (NHEJ). En ella, tras la
rotura DSB, los dos fragmentos resultantes son religados produciéndose
inserciones o deleciones que, si se producen en el exdn diana, pueden provocar
knock-outs (desactivacion de genes especificos usada en organismos de
laboratorio para estudiar la funcidn genética) y/o aparicidn de codones de
terminacidon prematuros. En el caso contrario, para la activacion de la via HDR de
reparacién del DNA, se introduce exégenamente un molde con la secuencia diana
gue lleve incorporadas las modificaciones deseadas. El patrén empleado puede
presentarse tanto en forma de DNA bicaternario o como oligonucleotido
monocaternario, siendo necesario en ambos la presencia de homologia con la
secuencia en el DNA diana que flanquea la secuencia de insercion. (8)

Aplicaciones de Crispr/Cas9

La revolucién que este sistema ha suscitado casi no tiene precedentes en las
ciencias bioldgicas. La técnica disminuye considerablemente el tiempo necesario
hasta ahora para alterar el genoma a voluntad, y muchos se han referido a ella
como la democratizacion de la edicion genética, porque ha colocado esta
tecnologia al alcance de cualquier laboratorio de biologia molecular. (6)
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Jennifer Doudna lo ha definido como un sistema para que los cientificos eliminen
o inserten con gran precisién pedazos especificos de ADN en células. (9). La
posibilidad de alterar de forma especifica el genoma representa una gama
descomunal de oportunidades para la investigacién de los sistemas vivos y para
desarrollar técnicas médicas y progresar en el campo de la bioingenieria: se puede
aplicar a estudios de identificacién y funcién de genes silvestres en animales vy
sistemas celulares modelo, asi como a la identificacién de mutaciones genéticas o
variantes epigenéticas asociadas a alteraciones de funciones bioldgicas o fenotipos
patoldgicos.

Existen multiples enfermedades para las que resulta eficaz la utilizacion de
Crispr/Cas9. A pesar de que la tecnologia es empleada generalmente para el
tratamiento de enfermedades monogénicas, se ha investigado su capacidad para
el abordaje terapéutico de enfermedades dependientes de multiples alteraciones
genéticas. Asi pues, existen diferentes lineas de investigacion relacionadas con
esta herramienta para la erradicacion de enfermedades de elevada carga genética
y gran prevalencia mundial. (7) Por tanto, sus perspectivas en el campo de la
medicina son amplias, con logrados avances en los Ultimos tiempos, a
continuacion se exponen algunos de los mas trascendentales:

-  Tratamiento del Cancer

En la investigacion contra el cancer se encuentran diversas formas de aplicar esta
tecnologia. Algunas de ellas son el establecimiento de modelos cancerigenos,
estudios funcionales de genes, estudios de resistencia a farmacos antitumorales,
validacién de dianas o diagndstico genético. En este sentido, las publicaciones
referidas a la aplicacion de CRISPRCas9 en esta enfermedad han ganado
popularidad a lo largo de los afios, especialmente para leucemia y cancer de
pulmén.

Una de las aplicaciones de mayor interés de CRISPR-Cas9 consiste en el bloqueo
o knockout de genes. La inactivacién de los genes se consigue a través de la
induccién de mutaciones en sus secuencias, alterandose el marco de lectura e
interrumpiéndose los procesos de transcripcion y traduccién. Para conseguirlo es
necesaria la formacion de un vector que dirija y controle la expresion del gen. Una
vez construido el vector, serd incorporado a un cultivo de células embrionarias. El
plasmido contenido reconocerd la secuencia de interés en las células,
produciéndose un proceso de recombinacidon en el que el vector incorpora el gen
enddgeno, y el locus gendmico de la célula huésped incorpora el gen contenido en
el plasmido. Esta estrategia resulta especialmente util para el control de
oncogenes y ciertos elementos epigenéticos reguladores en el tratamiento del
cancer. Estos fomentan el crecimiento anormal en las células, asi como la
proliferacién descontrolada de células inmaduras e inhibicion de la apoptosis de
células tumorales. Mediante el uso CRISPR se puede silenciar la expresién de estos
genes, de forma que se inhibe el desarrollo tumoral. A pesar de que existen
diferentes dianas sobre las que aplicar esta herramienta se ha resaltado la
importancia del receptor PD-1 en el proceso de aparicion y desarrollo tumoral.
Este receptor reconoce a PD-L1, una proteina de la superficie de la célula tumoral.
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Esta interaccion inhibe la cascada de sefalizacién intracelular que activaria la
célula T, de tal forma que ésta no puede destruir la célula cancerosa. Por tanto, el
bloqueo de la expresién de PD-1 a través de CRISPR/Cas9 ayudara a las células T
a realizar su actividad antitumoral. (10)

Especificamente en el cancer colorrectal se han logrado reconocer mediante esta
tecnologia sistema de genes que constituyen blancos terapéuticos, ademas de
favorecer la comprension de la acciéon de determinadas proteinas en los procesos
de tumorigénesis, quimiorresistencia e invasion y proliferacién celular. Estudios
en modelos in vitro e in vivo han demostrado su posible efectividad terapéutica y
diagnostica, sin embargo no hay suficientes ensayos clinicos que demuestren la
aplicacion de esta herramienta en humanos. (11) Sin embargo, en algunos paises
como US, ha sido aprobada la utilizacion de CRISPR en humanos que padezcan
tipos de cancer que necesiten la inclusidon de células T. (12)

- Descubrimiento y desarrollo de medicamentos

La técnica CRISPR-Cas9 esta transformando las etapas que incluyen el
descubrimiento y el desarrollo de un farmaco gracias a la facilidad y rapidez con
la que permite la alteracion gendmica en los modelos mamiferos y en los tejidos
humanos. Los tipos de mutaciones que se han explicado y su sencillez han
permitido que esta herramienta sea una preferencia y se afiance sobre otras
técnicas para el descubrimiento de medicamentos.

- Aplicacion a células madres: creacion de modelos celulares y
animales

La aplicacion de CRISPR-Cas9 a células madre ha permitido la correccidon de
mutaciones que causan enfermedad, la introduccidon de mutaciones para estudiar
su efecto, la regulacion de la expresidn de genes de interés y la realizacion de
experimentos a gran escala para investigar la funcidon de los genes. Estas nuevas
posibilidades experimentales son hoy en dia utilizadas junto con las células madre
para generar modelos celulares que permiten estudiar multiples mecanismos,
como es el caso de la diabetes asociada con mutaciones. Esto facilita obtener una
idea mas precisa de la contribucion de estas mutaciones al desarrollo de la
diabetes y corregir mutaciones en el genoma de las células derivadas de una
persona con diabetes monogénica. (13)

Se han desarrollado también modelos de ratones que permiten evaluar el efecto
deletéreo de mutaciones en el cancer, con el uso de mutaciones de pérdida de
funcidon en genes supresores tumorales o de ganancia de funcidén en oncogenes.
Kaushik y colaboradores describen esta tecnologia para el tratamiento del cancer.
Esta tecnologia permite reducir los costes y el tiempo de generacidon de estos
modelos, fundamentalmente los animales. Por ejemplo, la generacién de un ratén
modelo utilizando células madre embrionarias tardaba unos 12-18 meses y
costaba alrededor de unos $100,000. En cambio, con CRISPR estos modelos
tardan unos 6-8 meses y cuestan unos $35,000. EI tiempo ahorrado es muy
importante para los investigadores para poder validar cuanto antes sus
descubrimientos sobre algun farmaco. Reconociendo las mutaciones genéticas en
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poblaciones de pacientes, la edicion basada en CRISPR puede ser usada para
modelar rapidamente las variaciones genéticas y ver sus roles, en lugar de confiar
en un modelo que solo exprese en su fenotipo uno de los trastornos. (7)

- Aplicaciones en las enfermedades hereditarias
Btalasemia:

Otra de sus apliaciones esta reflejada en el rol significativo que desempefia en
algunas enfermedades hereditarias, principalmente en las de herencia recesiva
(en estos casos el alelo alterado es recesivo sobre el normal por lo que con una
sola copia del alelo alterado no se expresa la enfermedad) que afectan a las células
sanguineas. Una de las mas estudiadas es la Btalasemia, un desequilibrio en la
sintesis de las cadenas beta de la hemoglobina. Como causa de anemia severa,
su tratamiento la mayor parte de las veces se realiza a partir de transfusiones
periddicas, siendo una alternativa curativa el trasplante de células madre
hematopoyéticas de un donante compatible.

Habiéndose comprobado la viabilidad de la insercién del gen por vectores virales
(medio transportador que permitira introducir el material genético de interés en
el paciente, en este caso un virus) el equipo de Xie et al. decidid ir un paso mas
alld y emplear Cas9 en combinacidon con el transposén “piggyBac” en células
pluripotenciales. Dicha tecnologia tiene como funciéon el transporte del ADN
“donante” a modo de cassette desde un vector (en el caso de este estudio, un
plasmido) hasta el sitio de corte, dejando Unicamente el material de interés en el
genoma. Con la correccion del gen mutado en ambos alelos, se comprobd un
aumento sustancial en la transcripcién del gen HBB, aunque la preferencia de los
eritrocitos por la sintesis de hemoglobina fetal seguia siendo importante.

En un estudio posterior, el equipo de Liang et al. utilizd6 CRISPR/Cas frente a HBB
en cigotos tripronucleares humanos (inviables y por ello aceptables para la
investigacidn in vitro) con el fin de analizar la especificidad y fiabilidad de esta
técnica. Entre las limitaciones que encontraron, cabe destacar la baja tasa de
edicién por homologia y el uso de genes enddgenos parecidos para realizar la
misma (como HBD, que codifica para la subunidad delta de la hemoglobina). Un
problema comun con otros modelos fue la formacién de mosaicismos en los
embriones (encontrandose distintos tipos de alelos), asi como las siempre
presentes mutaciones “offtarget”. (3)

Anemia falciforme:

Otra enfermedad provocada por mutacién en HBB es la anemia drepanocitica o de
células falciformes, aunque en este caso se debe al cambio de una base concreta
y, por tanto, de un Unico aminoacido en la proteina codificada (se sustituye
glutamato por valina). Esta discreta modificacion tiene consecuencias
importantes, ya que cambia la estructura cuaternaria de la hemoglobina y hace
gue el hematie sea mas propenso a la deformaciéon (adquiriendo la caracteristica
forma de hoz); provocando a su vez dafio vascular y, en ultima instancia,
afectaciéon multiorganica. Los efectos de CRISPR/Cas ante esta entidad fueron
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comprobados por DeWitt et al., que utilizaron ribonucleoproteinas (RNPs) en lugar
de vectores virales para transportar por electroporacién Cas9 y ARN guia junto
con el ADN donante a células madre hematopoyéticas. Gracias a esto,
consiguieron cierto nivel de reparacion y aumentaron los niveles de transcripcion
de productos no patoldgicos; concluyendo que, aunque lograr en un futuro la
curacion de la enfermedad seria una tarea dificil, al menos se podria conseguir
una mejoria clinica relevante. El bajo rendimiento de la reparacién por homologia
fue una vez mas un problema, pero se evité la insercion de material viral y se
redujo la tasa de mutaciones indeseadas gracias a las propiedades de la
ribonucleoproteina como vector. (3)

Tratamiento del VIH

La aplicacion de esta herramienta en la infeccion por VIH pasa por el bloqueo de
determinados genes. El proceso de knockout se puede realizar directamente sobre
el genoma viral, para anular la expresién del virus, y sobre ciertos genes de las
células del sistema inmune encargados de la codificacion de receptores esenciales
en el proceso de reconocimiento del virus. En este Ultimo caso se realizaria a
posteriori un transplante autélogo con las células convenientemente modificadas.

Existen diferentes dianas en las que CRISPR-Cas9 puede actuar. Algunas de ellas
se encuentran las secuencias LTR del genoma virico, esenciales para los procesos
de expresion genética. Para poder guiar al sistema hacia dichas regiones es
necesario como guia un doble sgARN, ya que permite obtener mas puntos de
anclaje al material genético viral que un solo sgARN, y asi prevenir sélidamente la
evasion del virus. Con esta combinacién se aumenta la eficiencia del corte del
genoma proviral no integrado, previniendo su replicacidn y reduciéndose
considerablemente los efectos fuera de objetivo.

Otra estrategia para anular la capacidad infectiva del virus es la inactivacién del
gen codificante para el co-receptor CCR5 de las células huésped. Se ha observado
que individuos homocigotos para una delecién de 32pb en dicho gen pueden
resistir de forma natural una infeccion por VIH con tropismo hacia la region R5.
La disrupcidn de este gen se consigue a través de la escision del cuarto exén del
gen CCR5, dandose la mutacion CCR5A32. El silenciamiento del gen en distintas
lineas celulares hematopoyéticas tendra como resultado la produccién de
monocitos y macréfagos que no expresaran el co-receptor CCR5, de forma que
no permitiran la invasién del virus. (10)

Aplicaciones en las enfermedades Alzheimer, Parkinson y Huntington

En este sentido sus aplicaciones repercuten tanto en materia de investigacion
como en desarrollo terapéutico no farmacoldgico. Los resultados de varias
investigaciones muestran la capacidad del sistema para la correccién de
mutaciones implicadas en la patogénesis de estas enfermedades, lo que
fundamentaria su potencial aplicacion como terapia génica personalizada en un
futuro no muy lejano; asimismo, la tecnologia CRISPR/Cas9 resulta sumamente
atractiva para la caracterizacion de genes potencialmente patogénicos o



('\,. &
C Tercer Congreso Virtual de “

- Bt Ciencias Basicas Biomédicas en Granma. ’
Manzanillo.

citoprotectores asociados a estas enfermedades, lo que enriquece el conocimiento
gue se tiene sobre la fisiopatologia de estas enfermedades, ademas de contribuir
al desarrollo de estrategias profilacticas de correccién de genotipos de riesgo
genético, al desarrollo de modelos que permitan evaluar nuevos farmacos para el
tratamiento sintomatico, y a la caracterizacidon de posibles biomarcadores
tempranos que permitan un diagnostico oportuno. (14)

La edicién genémica de embriones por CRISPR/Cas9

En los ultimos afios hubo varios intentos de correccion de células y/o embriones
humanos utilizando la técnica de CRISPR/Cas9, en algunos de los cuales se
observd una alta tasa de efectos off-target y de mosaicismo. Esto pone en
evidencia la necesidad, por un lado, de una mayor comprensién del
funcionamiento del sistema CRISPR asi como del entorno celular en el que opera
la nucleasa y, por el otro, de una extremada cautela en su utilizacién.
En el reciente trabajo publicado en la revista Nature, un grupo de investigadores
dirigido por el especialista en biologia reproductiva Shoukhrat Mitalipov eligié una
mutacién en el gen MYBPC3 que causa miocardiopatia hipertrofica, una
enfermedad hereditaria que afecta aproximadamente a 1 de cada 500 personas.
En el trabajo, esperma donado por un hombre portador de una mutacion
dominante (una delecion de 4 nucledtidos) fue utilizado para fertilizar in
vitro ovocitos normales. Dado que el donante era un heterocigoto portador de la
mutacién, un 50% de sus espermatozoides llevarian la copia normal, salvaje, del
gen MYBPC3, mientras que el otro 50% llevaria la copia mutada, generando, en
ausencia de todo tratamiento, un 50% de embriones normales y un 50% de
embriones portadores de la mutacién.
El trabajo se destacd, con respecto a intentos anteriores, por su alta eficiencia de
edicion, reflejada tanto en una alta tasa de correccidon de la mutacion como en
una baja generacion de embriones mosaico. La estrategia de los investigadores
consistid, en primer lugar, en inyectar los componentes del sistema CRISPR/Cas9
junto con el esperma, en ovocitos arrestados en metafase II (inyeccidn
intracitoplasmatica de esperma). Esto aumentaria la probabilidad de que la
nucleasa Cas9 actue antes de la primera duplicacion del alelo paterno mutado. En
segundo lugar, se eligié inyectar directamente la proteina recombinante junto con
la molécula ARN guia en vez de introducir la secuencia de ADN que codifica la
proteina Cas9 para permitir que ésta se fabrique en las células. De esta manera,
la proteina Cas9 se encontraria activa en las células durante un periodo de tiempo
acotado, hasta degradarse, reduciendo la exposicién a la actividad de la nucleasa
y, por lo tanto, la probabilidad de que se sigan generado cortes (especificos o
inespecificos) en el genoma del cigoto.
En estas condiciones, se obtuvo un 72% de embriones correctamente editados,
es decir un 22% de reparacién precisa (via HDR) y de aumento de embriones
normales con respecto al 50% esperado. En el 28% de los embriones analizados,
los cortes generados por Cas9 habian sido reparados por la via NHEJ generando
inserciones y deleciones en el gen MYBPC3 y éstos habrian sido, por lo tanto,
descartados. Un estudio exhaustivo, si bien no completo, no detectd ningun corte
inespecifico no deseado por parte de la nucleasa Cas9. (15)
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Limitaciones técnicas del uso de CRISPR-Cas9 en la linea germinal
humana y algunas alternativas.

e Efectos “off-targets”

La especificidad es la mayor preocupacion en el sistema CRISPR/Cas9, porque
Cas9 puede cortar sitios que no son complementarios a la secuencia del sgRNA.
Con el objeto de optimizar la prediccién de los sgRNA con alta especificidad y
reducir la frecuencia relativa de corte de sitios no blanco (off-target), se han
desarrollado diversos programas informaticos que sirven como herramientas
de apoyo. El principal inconveniente del uso actual del CRISPR en humanos por
lo tanto, es que no conocemos con anterioridad las graves consecuencias que
su empleo en embriones puedan provocar. (16)

Para abordar este problema se pueden emplear, ademds, numerosas
estrategias como crear estructuras secundarias en sgRNA que inhiban las
interacciones no-diana, modificar la longitud de los sgRNA, o modificar Cas9
para que actle como “nickasa”, de tal forma que sélo genere corte en una de
las cadenas de DNA. El fundamento de la generacidon de Cas9 nickasas se basa
en la posibilidad de desactivar uno de los dominios nucleasa de Cas9: HNH o
RuvC, de tal forma que si se introducen dos nickasas, cada una con un dominio
nucleasa diferente activo y, cada una asociada a una secuencia guia diferente,
la regién que debe ser identificada por complementariedad resulta mucho
mayor y se consigue asi reducir apareamientos indeseados. Otro ultimo
enfoque en la reduccién off-target consiste en el estudio de los requerimientos
estructurales para el reconocimiento de PAM por parte de Cas9, gracias al cual
se podra llegar a un disefio de estas proteinas con mayor especificidad. Las
consecuencias de estos efectos colaterales en medicina son inaceptables. Un
claro ejemplo a este respecto se puede observar en un articulo publicado en
junio de este afo en la revista Nature. En él se menciona la posibilidad de
haber creado cientos de mutaciones fortuitas a ratones como consecuencia de
su tratamiento con CRISPR. (8)

e Reacciones adversas

A fin de transportar y entregar el sistema CRISPR-Cas9 se usan vectores virales
capaces de penetrar las células en grandes cantidades. Sin embargo, su uso
es controvertido, debido a efectos colaterales serios, que incluyen respuestas
inmunoldgicas importantes contra el vector o la proteina, generacidon de cancer
e incluso la muerte en pacientes que participaron en estudios clinicos; pero
gracias a mejoras significativas en la tecnologia se han reducido estos riesgos
y se estan consiguiendo resultados interesantes y mas seguros en la clinica.
Para evitar el uso de vectores virales, los componentes de CRISPR-Cas9 se
pueden integrar a plasmidos.

Nuevas técnicas de transporte y entrega de CRISPR-Cas9, especialmente para
introducirlo en células germinales, incluyen el uso de la ribonucleoproteina,
como se ha mencionado anteriormente, que evita el uso del ADN viral o
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bacteriano o de nanoparticulas de lipidos, mas seguras por su precisién y
rapida degradacion.

e Mosaisismo

Por otra parte, la edicién del blanco puede ser limitada o incompleta; un
fendomeno llamado mosaisismo, que se ha documentado en alrededor del 25
% de un grupo de cigotos humanos no viables sometidos a edicién genética
con CRISPR-Cas9. Para mejorar estos problemas de edicién incompleta se
contintan desarrollando reactivos quimicos, estrategias en cultivo celular y
estrategias informaticas para predecir la eficiencia de CRISPR-Cas9.

Una de las grandes inquietudes al experimentar con la edicién genética de la linea
germinal humana es qué tan confiable es la informacion que se obtendria. Estos
experimentos serian muy dificiles de controlar y podria ser imposible analizar sus
resultados, al menos hasta que pase un tiempo considerable (décadas,
generaciones, etc.), y al tener en cuenta la incertidumbre de la conexién causal
gue se sucede entre la expresion genética y el papel potencial de otros factores
gue modifiquen los resultados bioldgicos en el futuro.

En general, debido al nimero limitado de experimentos y a las dificultades
técnicas mencionadas, hasta la fecha no se recomienda el uso clinico de la edicién
genética en la linea germinal humana para la prevencion de la transmision de
alelos causantes de enfermedad, pues todavia no se entienden sus consecuencias
a largo plazo y existen alternativas seguras para que parejas portadoras de
enfermedades genéticas graves puedan tener hijos sanos. (5)

Conflicto bioético

Como ha sido expuesto anteriormente las aplicaciones médicas y terapéuticas de
Crispr/Cas 9 resultan verdaderamente alentadoras, no obstante, como se ha
mencionado también existen argumentos en contra de la manipulaciéon de la linea
germinal: a) es imposible proporcionar el consentimiento intergeneracional; b) las
consecuencias son imposibles de predecir; c) tales manipulaciones suponen una
amenaza para la dignidad humana. Algunos autores se han pronunciado en contra
de la modificacion de la linea germinal del ADN en gametos y embriones,
considerando que aun no estan dadas las condiciones para garantizar la salud y
la seguridad de estas aplicaciones en las generaciones futuras. La nocidon de
“innovacién responsable” (responsible research and innovation RRI) y la
introduccién de nuevas tecnologias para el ambito de la salud reproductiva,
demuestran una vez mas sus aspectos mas controversiales. Si bien la
investigaciéon con embriones humanos es un tema espinoso y que no ha sido
reglamentado en muchas partes mundo (incluidos la Argentina y Chile), podria
considerarse incluso que en los paises donde si esta reglamentado, aun es muy
pronto para iniciar investigaciones con embriones viables de buena calidad
(ademas de que estos pueden ser considerados como un “bien escaso”). Un uso
responsable implicaria contar con altas probabilidades de que la investigacién
arroje hallazgos valiosos. Pero, dado el limitado conocimiento actual, los
resultados aln no pueden ser garantizados. (8)
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El interés por la reflexion ética en torno al impacto de esta tecnologia ha
proliferado rapidamente, siendo el centro de atencién el posible mejoramiento de
los seres humanos a través de esta técnica. La busqueda incesante de un consenso
internacional entre cientificos, bioéticos, socidlogos, politicos y juristas,
considerando que se estarian desafiando los limites de intervencién en el genoma,
especialmente en la linea germinal, despierta preocupacién con respecto a su uso
con fines eugenésicos en el proyecto de parentalidad.

Crispr/Cas9 deberia ser utilizada uUnicamente con el propdsito de evitar el
desarrollo de enfermedades o corregir desordenes genéticos. Sin embargo, a los
criticos les preocupa que si la tecnologia se ha desarrollado para el tratamiento de
enfermedades es una pendiente resbaladiza hacia el tratamiento de caracteristicas
no deseadas que no son en realidad enfermedades, por ejemplo, los padres que
guieran a sus hijos con ciertas caracteristicas fenotipicas (como el color de los
ojos, de cabello o de piel). Asi mismo, podria ser utilizada para hacer nifos mas
altos, fuertes e inteligentes. Lo que realmente alimenta los temores es la
contemplacién de las alteraciones genéticas que se encuentran fuera de la gama
actual de la variabilidad humana. Esto puede ser simple, como la creacién de
colores de ojos que no existen en la actualidad, o crear sUper soldados. En
definitiva, se recomienda la regulacién de la experimentacion con esta tecnoldgica,
para que de esta forma pueda suponer un avance para bien de la especie humana,
de una forma inclusiva, y no como una nueva forma de hacer predominar un
patrén racial. . (17)

En ese sentido, el descubrimiento de esta nueva tecnologia puede contribuir a la
construcciéon de disparidades sociales, como la concepcidn de seres humanos
"diferenciados" o con alteraciones genéticas que potenciarian caracteristicas
consideradas extraordinarias. También es esencial destacar algunas preguntas
pertinentes a los dilemas planteados, tales como: écudles serian los posibles
limites a esta manipulacion del genoma humano? ¢El sistema legal de los
diferentes paises tiene un marco legal que pueda imponer limitaciones a esta
técnica de edicion genética? ¢EI principio de igualdad incluye un marco legal
protector del respeto a las diferencias sociales? ¢Cudl seria su nivel de
disponibilidad? (18)

CRISPR ha sido catalogado como una tecnologia “disruptiva”; su uso ha dividido
las aguas de la arena cientifica. Mientras que los grandes grupos abocados a la
investigacién de la manipulacion genética de la linea germinal estan de acuerdo
en que la investigacién basica debe continuarse; que diversos actores deben ser
involucrados en la toma de las decisiones; que actualmente el uso clinico no
deberia realizarse; que el uso clinico deberia proceder sélo si la seguridad y las
cuestiones de eficacia técnica han sido resueltas y la sociedad ha acordado sus
limitaciones; otros grupos sostienen que deberia existir una suspensién
(moratorium) en la investigacién. (19)
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CONCLUSIONES

1.

Crispr/Cas9 constituye uno de los descubrimientos cientificos mas
relevantes de todos los tiempos, pues ha demostrado tener el potencial
para convertirse en un valioso recurso terapéutico frente a multiples
enfermedades de gran incidencia en el mundo.

. La posibilidad que hoy existe de utilizar el sistema CRISPR/Cas9 para la

edicion gendmica y sus multiples aplicaciones, es el resultado de un
esfuerzo colectivo y remontado a anos atras.

. La edicién genética basada en esta técnica estd sujeta a una serie de

limitaciones, por lo que su uso en embriones humanos no estd aprobado
por la Comunidad Cientifica.

El debate ético en torno a CRISPR/Cas se centra en las cuestiones relativas
a la edicion de células germinales, siendo su deriva no terapéutica la mayor
preocupacion.
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