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Resumen

Desde el emprendimiento del proyecto del genoma humano y
la posterior publicacién de la secuencia de los mas de 20,000 genes
que lo comprende, el estudio de los genomas de muchos organismos,
su manipulacién y edicion ha sido tendencia desde entonces, siendo
propuestas y descubiertas nuevas herramientas que permiten la
edicion de los acidos nucleicos. La funcidn natural de CRISPR/Cas
supone una defensa de las bacterias ante infecciones virales y termin6
por ser un gran avance en el campo de las ciencias gendmicas,
permitiendo la edicién gendmica con mayor precision al de las
técnicas que le anteceden. Las aplicaciones de este sistema en las que
se ha hecho énfasis en estos ultimos afios, son en la terapia génica y
en el desarrollo de tratamientos antivirales. A pesar de los grandes
avances de CRISPR/Cas, aun se requiere incrementar su especificidad
para eliminar la aparicién de mutaciones fuera del gen objetivo.

Palabras clave: CRISPR/Cas, Edicién gendmica, Terapia génica,
Tratamiento antiviral.

Abstract

Since the project of the human genome and the subsequent
publication of the sequence of more than 20,000 genes that comprise it,
the study of the genomes of many organisms and their editing have been
a trend since then, being proposed and discovered new tools that allow
the editing of DNA. CRISPR/Cas system whose natural function is a defense
of bacteria against viral infections, ended up being a breakthrough in the
field of genomic sciences, allowing genomic editing at a level of precision
greater than the techniques that preceded it. The applications of this
system that has been emphasized in recent years, are gene therapy and
the Development of alternative antiviral treatments. Despite the advances
of CRISPR/Cas, it is still required to increase its specificity to eliminate the
appearance of mutations outside the target gene.

Keywords: CRISPR/Cas, Genomic editing tool, Gene therapy, Antiviral
treatment.
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INTRODUCCION

Todos hemos oido hablar sobre el &cido
desoxirribonucleico (ADN) y su papel en la herencia,
los logros obtenidos en la mejora genética de muchos
organismos y aspectos de importancia alrededor de
los acidos nucleicos. Los medios de comunicaciéon nos
permiten conocer sobre los hallazgos logrados enla ciencia,
avances de gran importanciay deimpacto en la actualidad,
pero jcomo comenzd el ascenso de esta tecnologia? O
isobre qué bases se cimientan dichos hallazgos? Demos
un vistazo a los aportes que fueron fundamentales para el
posterior avance de la biologia y la ciencia.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Lagenéticafuedelasprimeraspistasenelconocimiento
de los organismos, el entendimiento de su funcionamiento
y manera en que operan en el mundo natural. A través de
la historia con base al conocimiento cientifico disponible
en momentos particulares se han logrado avances en la
ciencia segun las necesidades de cada tiempo. Una de
las grandes ideas en biologia fue expuesta por Gregor
Mendel en 1865, un monje austriaco cuyos trabajos con
guisantes de jardin (Pisum sativum) permitieron explicar
el modo en que se transmitia la informacién genética de
una generacién a otra. A grandes rasgos Mendel descubrié
que los individuos tienen dos alelos de cada gen y estos se
separaban en gametos [1].

El término gen junto al de genotipo y fenotipo, no fue
acunado hasta 1909 por el botanico Wilhelm Johannsen,
quien los describié como unidades fisicas y funcionales
de la herencia. No fue hasta trabajos posteriores de
Thomas Morgan, que se mostrd que los genes residen en
cromosomas especificos, mas adelante fue comenzado
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el primer mapa cromosémico de la mosca Drosophila,
uno de muchos organismos modelo. Estos avances
permitieron el conocimiento mas especifico de estas
unidades hereditarias. Proximo a los 50°s se habian hecho
mutaciones genéticas que provocaban anormalidades
metabdlicas, siendo cada vez mas convencedora la idea
que los secretos moleculares de la vida se encontraban
relacionadas a los acidos nucleicos [2, 3].

Si bien se creia que las proteinas podrian ser las
moléculas encargadas de la herencia por sus multiples
funciones, en 1952, Hershey y Chase experimentaron
con bacteriéfagos (virus que atacan bacterias), ellos
descubrieron que el ADN era inyectado a las bacterias
durante el proceso de infeccién mas no las proteinas,
siendo uno de los experimentos que hicieron pensar que
los acidos nucleicos eran los responsables de la vida [4].

En esta época se comenzd una carrera mundial, la
meta, determinar qué moléculas eran las encargadas de la
herencia y de qué manera lo hacian, si bien era conocido
que existian unidades relacionadas a los rasgos que eran
heredables, también trabajos en el campo de las proteinas
hacian pensar a los cientificos, bidlogos, bioquimicos,
etc. que quizd las proteinas eran las biomoléculas
encargadas de la herencia, siendo tan diversas, versatiles
y de multiples funciones en los organismos y la diversidad
biolégica. No fue hasta 1953 que James Watson y Francis
Crick llegaron a la meta de esta carrera, elucidando con
apoyo experimental de Rosalind Franklin, la estructura del
acido desoxirribonucleico (ADN), proponiendo el modelo
tridimensional de la doble hélice, resolviendo asi muchos
de los misterios que hasta ese entonces permanecian
ocultos [5, 6]

Este es el punto critico en el conocimiento de la
genética, y el punto de partida a la biologia molecular,
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es aqui cuando el conocimiento de los acidos nucleicos
permitié el avance experimental, surgiendo lo que hoy
conocemos como “Tecnologia del ADN Recombinante”.
Esto se refiere al uso de moléculas de ADN para juntar
material genético por distintos métodos, resultando asi
ADN recombinante, lo que es posible debido a que el
material genético de todos los organismos comparte
la misma estructura quimica, mismas caracteristicas
y propiedades fisicoquimicas, siendo la secuencia
nucleotidica aquello que varia entre especies. De esta
manera es posible combinar por diferentes técnicas, genes
o secuencias nucleotidicas de interés en organismos, que
de manera natural no se encuentran, lo anterior se conoce
como ADN exdégeno [7, 8].

Multiples técnicas se han desarrollado para la
manipulacion del material genético, su modificacion,
expresioén, entre otras cosas, y es aqui donde la
biotecnologia y la ingenieria genética han tenido tantas
aplicaciones, desde la produccién de la insulina humana
recombinante hasta la mejora genética de cultivos, es todo
un mundo de aplicacionesy de metodologias desarrolladas
en funcion de un elemento comun, el ADN, que es a donde
estd centrada la parte fundamental del presente articulo,
donde serd revisada una de las técnicas moleculares de
mayor impacto en los Ultimos afos, esta tecnologia nos
permite la edicion de secuencias de ADN del genoma,
pero a diferencia de otras, esta es de forma especifica, tan
asi que podemos imaginarnos unas tijeras moleculares
para cortar en puntos determinados e insertar los cambios
deseados con mayor exactitud, esta herramienta molecular
es conocida como CRISPR/Cas [8].

Primeros descubrimientos

En los 70’s, la edicion gendémica fue posible por
recombinacion homodloga, si bien era un método
complicadoy conalgunas desventajas en cuanto resultados
positivos, permitia cierta precision en la manipulacién
del genoma. Los inconvenientes del método guiaron
al desarrollo de tecnologias que fueran mas confiables,
eficientesy precisas. Algunas de estas son las nucleasas con
dedos de zinc, cuya funcion es interaccionar con los dcidos
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nucleicos provocando cortes en diferentes secuencias para
una edicion precisa del genoma [9, 10].

Debido a los altos costos de estas herramientas, el
sistema CRISPR/Cas (repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas) que fue
inicialmente descubierto en el genoma de Escherichia
coli [11] y de muchas Arqueas [12], ha sido utilizado
como herramienta de edicion gendémica debido a que
posee dos factores importantes para estos propdsitos:
una endonucleasa y una secuencia complementaria de
reconocimiento.

Mecanismos de CRISPR/Cas

CRISPR/Cas ha sido identificado como un mecanismo
de defensa en bacterias y arqueas. Koonin y Marakova
(2006), propusieron que dichos microorganismos tenian la
capacidad de integrar fragmentos de ADN viral (fagos) en
su genoma, estos fragmentos al ser transcritos reconocian
las secuencias del virus formando un complejo bicatenario
que frenaba el proceso infectivo [13]. Posteriormente los
datos experimentales de Barrangou (2007) [14], probaron
que Streptococcus thermophilus era capaz de adquirir cierta
inmunidad a un fago tras la incorporaciéon de secuencias
del virus, y la formacién del complejo CRISPR/Cas [15].

El sistema se basa en la identificacién y degradacion
de secuencias de acidos nucleicos exdbgenos. Se compone
de un ARNcr (secuencia CRISPR de 25 a 50 nucleétidos) y
la endonucleasa Cas. Este ARNcr tiene la funcidn de dirigir
a Cas hacia su secuencia complementaria donde lleva el
corte. Cabe mencionar que existen 3 sistemas CRISPR
(I, 11'y 1), donde CRISPR Il ha sido el mas empleado en la
ingenieria genética por su alta eficiencia [16].

Para la activacién de este sistema primero se debe
adquirir la secuencia espaciadora por la exposiciéon al
patégeno, esto es logrado por el reconocimiento de
una secuencia PAM, que se encuentra inmediatamente
después de la secuencia de ADN dirigida por la nucleasa
cas9. Como resultado de la incorporacién de nucleétidos
se obtiene una copia que termina flanqueando al nuevo
fragmento (Figura 1).
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A continuacioén, comienza la transcripcion del ARNcr
el cual dirigird a la endonucleasa. El sistema CRISPR I
precisa de un segundo ARN (no codificante), el tracrARN,
que es complementario a la secuencia palindromica. La
transcripcion de este segundo ARN forma un dimero con
este palindromo que sera reconocido por una RNasa lll
para generar un transcrito maduro (Figura 2).

Por ultimo, Cas se asocia con el ARNcr maduro y forma
el complejo CRISPR/Cas. Dicho ARN guiard al complejo a su
diana por reconocimiento de la secuencia complementaria.
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Figura 1. Activacion del sistema CRISPR. Tomado de
Lammoglia-Cobo et al., (2016).
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Figura 2. Formaciéon del complejo CRISPR/Cas. Tomado
de Lammoglia-Cobo et al., (2016).

PRINCIPALES APLICACIONES
DEL SISTEMA CRISPR/Cas

CRISPR/Cas siendo un sistema tan especifico en el
reconocimiento de genes diana, se ha utilizado como
alternativa de edicion génica pudiendo reemplazar
métodos clasicos de biologia molecular involucradas en
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el silenciamiento y mutacion de genes de interés. Una de
las estrategias para introducir este sistema a una célula
diana (ya sea por electroporacion, microinyeccion de ADN,
biobalistica o por transferencia directa de ADN) [17], es la
de utilizar plasmidos que contengan a la endonucleasa Cas
y una molécula semejante al complejo ARNcr/tracrARN
conocido como ARN guia. De esta forma el complejo se
puede ensamblar dentro de la célula y puede llevar a cabo
su funcion en una secuencia complementaria a la del ARN
guia [18]. las principales aplicaciones de este sistema en las
que se ha hecho énfasis en estos ultimos afos, son en la
terapia génicay en el desarrollo de tratamientos antivirales.

Terapia génica

Se entiende por terapia génica el tratamiento de
enfermedades hereditarias o adquiridas mediante la
transferencia de material genético en células del paciente,
la finalidad de esta transferencia de material genético es
restablecer una funcion celular que estaba defectuosa,
introducir una nueva funciéon o bien interferir con una
funcion existente [19]. En el proceso de edicién de un
gen especifico con CRISPR/Cas estén involucrados dos
etapas. En la primera etapa el ARN guia reconoce la
secuencia complementaria (gen de interés), esto permite
que la nucleasa Cas9 genere una ruptura del gen diana.
En la segunda etapa se activan al menos dos mecanismos
naturales de reparacion del ADN. El primer mecanismo
consta en la reparacion de una de las hebras utilizando
una ADN polimerasa que introduce nucleétidos al azar
en los puntos donde se localizan las lesiones (mecanismo
de reparacién por sintesis translesional). Este proceso
conlleva a la pérdida de la funcion original del segmento
de ADN reparado [20]. Un segundo mecanismo permite
la incorporacién de una secuencia concreta exactamente
en el sitio original de corte. Para esto, se debe de proveer
la secuencia de interés (como se hizo con el complejo de
CRISPR/Cas) que se desee incorporar al ADN de la célula
(mecanismo de reparacién por uniéon de extremos no
homoélogos o por recombinacion homologa, donde este
ultimo mecanismo es el mas utilizado por las células
eucariotas) [21].

Con experimentos recientes utilizando lineas celulares
de osteosarcoma, se logré silenciar el gen que codifica
para la proteina Cdk11 con el sistema CRISPR/Cas,
aumentando la muerte celular, se disminuy6 la migracién
y se redujo la invasion por células malignas [22]. En otros
experimentos se logré corregir la funcién del gen Dmd
involucrado en la distrofia muscular de Duchenne [23], el
mismo procedimiento se llevé a cabo en lineas celulares
intestinales de pacientes con fibrosis quistica, donde
se gener6 la modificacién del gen que codifica para el
receptor CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator),
logrando recuperar el fenotipo normal [24]. A pesar de
los resultados prometedores de CRISPR/Cas evaluado
en lineas celulares que contienen genes que codifican
proteinas defectuosas, se ha demostrado que este sistema
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ha generado el estimulo del sistema inmune en ratones,
esto representa problemas que se deben tomar en cuenta
para su uso en terapia. En concreto, si el tratamiento
terapéutico requiere la administracion repetida de CRISPR/
Cas en pacientes puede producirse una reacciéon inmune
a partir de la segunda exposicidon (inmunidad adaptativa)
a CRISPR/Cas que comprometa su efectividad y ponga en
peligro la vida del paciente a tratar [25].

Tratamiento antiviral

Los farmacos utilizados en este tipo de
tratamiento se caracterizan por inhibir la
accion de enzimas virales especificas
(polimerasa, transcriptasa), esto permite
controlar la viremia en los pacientes, pero
no elimina las secuencias virales (ARN
o ADN) que se encuentran integradas
en las células infectadas, por lo que el
virus permanece de forma latente en el
organismo. Para evitar la activacion del
virus, es indispensable un tratamiento
continuo de lo contrario, conllevara a
la reactivacion del virus generando un
nuevo proceso de infeccién [26]. Uno de los
tratamientos evaluados recientemente es el de
trasplante de células pluripotenciales inducidas
de pacientes con mutaciones en el receptor CCR5
(presente en los linfocitos T CD4), que es indispensable
para la internalizacién del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH). Los pacientes que presentan esta mutacion
generan una resistencia contra la infeccion por el VIH.
Pero a pesar de los resultados prometedores obtenidos a
través del trasplante de células pluripotenciales inducidas,
sigue siendo un método ineficaz para erradicar el virus,
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esto se debe a la baja prevalencia de dicha mutacién en
la poblacién mundial, ademas de que dicho tratamiento
estd restringido por la compatibilidad sanguinea entre el
donador y el receptor [27].

La utilizacién de CRISPR/Cas como tratamiento
antiviral sigue en desarrollo, pero bioensayos realizados en
cultivos celulares infectados con el virus de la hepatitis B
(VHB) han demostrado ser efectivos a la hora de reducir
considerablemente la carga viral en alrededor
de 4 dias después de la administracion
del tratamiento. Aunque se espera
que el corte del ADN virico del

VHB lleve a la mutagénesis o a
la degradacién del virién, aun
se desconoce los mecanismos
en el que el virus es eliminado
dentro de la célula [28].

CONCLUSION

A pesar de los pocos
anos del descubrimiento vy
desarrollo del sistema CRISPR/
Cas, este se ha posicionado
como una de las herramientas

enormemente prometedora para
la erradicacion de enfermedades
hereditarias y la posibilidad de tratar
enfermedades que hasta ahora se consideraban
incurables. A pesar de esto, aun sigue en desarrollo
métodos que permitan incrementar la especificidad del
sistema para eliminar la aparicion de mutaciones no
puntuales y translocaciones cromosdémicas no deseadas,
asociadas con escisiones fuera del objetivo del ADN.
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