La Real Academia Sueca de Ciencias otorgo el Premio Nobel
de Quimica 2020 a dos cientificas, la Dra. Emmanuelle
Charpentier de la Unidad Max Planck para la Ciencia de los
Patégenos (Berlin, Alemania), y la Dra. Jennifer A. Doudna
de la Universidad de California (Berkeley, Estados Unidos),
por el desarrollo de un método para la edicion del genoma,
una de las herramientas mas resonantes de la dltima
década: las tijeras genéticas CRISPR/Cas9. Actualmente, los
cientificos pueden modificar el ADN de animales, plantas
Y microorganismos con una precision extremadamente
alta. La nueva tecnologia CRISPR/Cas9 también tiene un
impacto revolucionario en la medicina humana, y contribuye
a generar nuevas terapias contra el cancer e, incluso, a
curar enfermedades hereditarias. Los objetivos del presente
trabajo son mencionar los antecedentes, la importancia del
descubrimiento de la edicion gendmica con CRISPR/Cas9,
el mecanismo molecular y las aplicaciones actuales de esta
valiosa herramienta biotecnolégica en humanos, animales,
plantas y microorganismos.

Palabras clave: Edicion gendmica, endonucleasas, fagémidos,
impulsores genéticos, Repeticiones Palindromicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Interespaciadas.

The Royal Swedish Academy of Sciences awarded the 2020
Nobel Prize in Chemistry to two scientists, Dr. Emmanuelle
Charpentier of the Max Planck Unit for Pathogen Science
(Berlin, Germany), and Dr. Jennifer A. Doudna of the University
of California (Berkeley, USA), for the development of a method
for genome editing, one of the most resonant tools of the last
decade: CRISPR/Cas9 genetic scissors. Nowadays, scientists can
change the DNA of animals, plants and microorganisms with
extremely high precision. The new CRISPR/Cas9 technology
also has a revolutionary impact on human medicine, helping
to generate new cancer therapies and even curing inherited
diseases. The objectives of the present work are to mention
the background, the importance of the discovery of genomic
editing with CRISPR/Cas9, the molecular mechanism and the
current applications of this valuable biotechnological tool in
humans, animals, plants and microorganisms.

Keywords: Genomic editing, endonucleases, phagemids, gene

drive, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats.
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a secuenciacion del Genoma Humano se realizd

en el 2003, afio en el cual también se elucido el

codigo genético con el que esta programado nuestro
organismo, lo cual abrié las puertas a que este pudiera ser
editado. Las ganadoras del Premio Nobel de Quimica 2020,
las Doctoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna
descubrieron las tijeras genéticas CRISPR/Cas9, una de
las herramientas mas importantes de la edicion genética, y
que han revolucionado el panorama biotecnoldgico porque
permiten editar el codigo genético con sencillez y gran rapidez.
Actualmente, el nombre CRISPR se usa en varios escenarios
cientificos™®, siendo esta una técnica cada vez mas depurada
de edicion gendmica. La tecnologia CRISPR/Cas9 se inspird
en un proceso que se descubrid en los organismos mas
antiguos del planeta: arqueas y bacterias*®. Las arqueas usan
a CRISPR/Cas9 como un sistema de defensa contra los virus.
Cuando las arqueas son infectadas por un virus, el complejo
CRISPR/Cas9 corta su material genético y los elimina. Qué
es, entonces, CRISPR/Cas9? Es un sistema de elementos
genéticos que incluye unas enzimas llamadas Cas (CRISPR-
associated), las cuales funcionan como tijeras moleculares
que cortan y modifican el ADN con un alto grado de precision y
especificidad. Fue 2012 el afio en el que estos conocimientos
sobre CRISPR/Cas9 se adaptaron para ser usados como una
herramienta biotecnolégica. Esta tecnologia se utiliza para
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modificar los genomas de infinidad de especies como células
humanas en cultivo®®, bacterias'®, nematodos', gusanos
de seda', ascidias', pez cebra', anfibios', roedores' y
plantas'”'8. Las posibilidades que abre esta herramienta parala
medicina son innumerables, desde el tratamiento del cancer'®
hasta incluso la modificacion genética de ciertos mosquitos
para que no puedan transmitir la malaria®. Los objetivos del
presente trabajo son mencionar los principales antecedentes,
la importancia del descubrimiento de la tecnologia CRISPR/
Cas9, el mecanismo molecular y las aplicaciones actuales en
humanos, animales, plantas y microorganismos.

La Dra. Emmanuelle Charpentier descubrié en el afio
2011 una molécula previamente desconocida, el tracrRNA
(trans-activating CRISPR-RNA), en la bacteria Streptococcus
pyogenes (patégeno humano que causa faringitis, otitis,
mastitis, escarlatina, erisipela y fiebre reumatica). Ese
mismo afio, inicid una colaboracion con la Dra. Jennifer
Doudna, a la cual conocié en un congreso en Puerto Rico,
una bioquimica experimentada con un vasto conocimiento
en biologia estructural y ARN, que utilizé cristalografia y
microscopia crioelectrénica para determinar la estructura
de los componentes de un sistema CRISPR/Cas9. Juntas,
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Figura 1. Proceso de generacién de secuencias CRISP en una bacteria. a) Bacteria que va a ser atacada, b) virus listo para el ataque, ¢) En caso de
ataque, la bacteria es capaz de capturar extractos de ADN del virus que la invade, d) La bacteria crea entonces secuencias de ADN llamadas CRIS-
PR, ¢) Las CRISPR permiten a la bacteria “recordar” el ataque del virus, f) Si el virus ataca de nuevo, la bacteria produce un segmento de ARN
(molécula biolégica) desde las CRISPR para atacar el ADN del virus, g) La bacteria utiliza luego una enzima llamada Cas9 para cortar el ADN del
virus y desactivarlo. Imagen: H. J. Barrales.

lograron recrear las tijeras genéticas de la bacteria en un tubo
de ensayo y simplificaron los componentes moleculares de
las tijeras para que fueran mas sencillas y faciles de usar. El
tracrRNA descubierto por la Dra. Emmanuelle Charpentier en
conjunto con Jorg Vogel, es el encargado de reconocer las
secuencias repetitivas en el ADN y forma parte del antiguo
sistema inmunoldgico de las bacterias, CRISPR/Cas9, que
desarma los virus al dividir su ADN y les confiere resistencia
frente a estos y otros patdgenos (Figura 1).

En 2012, ambas cientificas publicaron un articulo
en la revista Science que dio la vuelta al mundo, titulado:
‘A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in
adaptive bacterial immunity'. Tras decidir trabajar juntas,
acumularon nueva informacion: que Cas9 cortaba ADN
purificado in vitro, que podia ser programado con ARN
disefiado en laboratorio, que tanto el crRNA como el tracrRNA
eran necesarios para que Cas9 hiciera su labor, y que ambos
tipos de ARN podian fusionarse como una guia simple en una
nueva molécula conocida como sgRNA, que es la forma en
que se aplicaria el sistema para la edicion de genomas. Para
ello, se sintetiza la secuencia de 20 bases complementaria
al ADN que se quiere modificar unida a un fragmento de
repeticion (todo ello junto forma la sgRNA), y se combina
con Cas9. Una parte es la guia y la otra la tijera. Para que
todo este proceso tenga lugar, es necesario que junto al lugar
donde se quiere hacer el corte en el ADN, haya una secuencia
especial de los nucledtidos, que es lo que se conoce como
PAM (motivo protoespaciador adyacente)?.

21. Jinek, M.; Chylinski, K.; Fonfara, I.; Hauer, M.; Doudna, J.A.; Char-
pentier, E. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease
in adaptive bacterial immunity, Seience, 2012, 17, 816-821.
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Enlace de los quimicos de Madrid. 2017, 41, 1-9.
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El CRISPR/Cas9 es un mecanismo de inmunidad
adaptativa propio de bacterias y arqueas que proporciona
una defensa frente a material genético invasor. El mecanismo
funciona al incorporar secuencias cortas del genoma de virus
y otros elementos genéticos moviles en el locus CRISPR/Cas9
del huésped, que se transcriben y procesan en pequeiios ARN
que guian a las nucleasas para destruir el material genético
invasor?®, La hebra guia reconoce a la secuencia de ADN
que se quiere cortar y que debe estar junto a una secuencia
PAM, y gracias al resto de la hebra guia (crRNA), Cas9 corta
el ADN en el punto seleccionado. Después intervienen los
mecanismos propios de reparacion del ADN (Figura 2). La
enzima Cas corresponde a un locus asociado al CRISPR/
Cas9 que codifica para proteinas nucleasas?. El acrénimo
CRISPR/Cas9 (del inglés Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats, o en espafol, Repeticiones
Palindrémicas Cortas y Regularmente Interespaciadas)
hace referencia a una serie de secuencias de ADN que se
leen igual en sentido 5°-3'y en sentido 3'-5" (Figura 3), y que
contienen las secuencias que las bacterias han adquirido
después de haberse enfrentado previamente a virus o a
cualquier material genético considerado como perjudicial
para el microorganismo, separadas por repeticiones directas.
El acronimo CRISPR/Cas9 es ampliamente utilizado, aun a
sabiendas de que ni todas las secuencias son simétricas en

23. Hryhorowicz, M.; Lipinski, D.; Zeyland, J.; Stomski, R. CRISPR/
Cas9 Immune System as a Tool for Genome Engineering. Archivum
[mmnnologiae et Therapiae Excperimentalis, 2016, 65, (3): 233-240.

24. Lépez M. Y. 2015, Ingenieria genémica mediante sistemas CRIS-
PR-Cas. Trabajo fin de Grado. Universidad de Alicante.
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(a)

Cas® con sgRMNA procede a
cortar el ADN en un punto
conereto previamenie
identilicado

La rotura de la sdoble

—— T e

cadena de ADN induce s e
la reparacion del ADN

-

Figura 2. Fundamento basico de la tecnologia
CRISPR-Cas9. (a) Cas9 es guiada por un sgR-
NA para inducir una rotura de doble cadena de
ADN en un locus genémico deseado. (b) El dafio
en el ADN puede ser reparado por unién de ex-
tremos no homologos (NHE], non-homologous end
joining) dando lugar a inserciones o deleciones
cortas al azar en el sitio objetivo. Este tipo de
inserciones produce habitualmente el &nock out
de algunos genes. Alternativamente, (c) se puede
insertar una secuencia de ADN que muestre una
complementariedad parcial con el sitio objetivo,
lo que se conoce como teparacién dirigida por

- ~. e homologia (HDR, homology-directed repair). En
e e r‘/ Fragmento de ADN con csta alternativa, el ADN insertado contiene una
(b) ‘_,/ L extremos homdlogos  secuencia de interés (marcada en azul) para lograr

—

Reparacion de ADN por unidn
de extremos no homalogos
(NHET)

5’-GAATTC-3’
3’-CTTAAG-5’

Figura 3. Ejemplo de una secuencia palindrémica de ADN.

su totalidad ni mucho menos las repeticiones son palindromos
verdaderos en todos los casos, sino que, mas bien, esto
constituye la excepcion?.

En su forma natural, las tijeras reconocen el ADN de
los virus, pero las dos doctoras demostraron que se pueden
controlar para poder cortar cualquier molécula de ADN en
un lugar predeterminado, lo que permite modificar el cédigo
genético de cualquier ser vivo, incluido el de nuestra especie.
Es decir, con las tijeras moleculares se puede cortar el ADN
para eliminar o incluir fragmentos y reescribir el cédigo de la
vida.

Modificar los genes en las células para descubrir
el funcionamiento interno de la vida solia ser un trabajo que
consumia mucho tiempo y era bastante complejo. Usando las
tijeras genéticas CRISPR/Cas9, es posible cambiar el ADN
en el curso de unos meses o incluso en pocas semanas.
La revolucionaria técnica CRISPR/Cas9 deja atras a sus
predecesoras superando la necesidad de las anteriores
técnicas de redisefiar mediante ingenieria cada proteina de

25. Mojica, EJ.M.; Garret, R.A. 2013, Discovery and Seminal Develop-
ments in the CRISPR Field. En CRISPR-Cas Systems RNA-Medi-
ated Adaptative Immunity in Bacteria and Archaea. Barrangou, R.
yvan der Oost, J., eds. Springer, p. 299.
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e
I

Reparaciin de ADN por union
de extremos homdlogos (HDR)

fC) una edicién precisa del genoma en una situaciéon
posterior. (adaptado de: Hille, F; Charpentier,
E. CRISPR-Cas: biology, mechanisms and rele-
vance. Philosophical Transactions of the Royal Socie-
#. 2016, 371: 1-12. Licencia CC by 4.0. https://
royalsocietypublishing.org/doi/pdf/10.1098/
r5tb.2015.0496)

union a ADN con cada secuencia diversa de ADN objetivo,
limitandose en el caso de CRISPR/Cas9 a la obtencién de una
secuencia de RNA guia apropiada a cada ADN objetivo.

Las “tijeras moleculares” son capaces de cortar, pegar
y editar el ADN, siempre que se conozca la secuencia objetivo
y que el punto seleccionado para la modificacién se encuentre
junto a un motivo PAM. A continuacion, se presentan algunas
de las principales aplicaciones de la tecnologia CRISPR/Cas9
en humanos, animales, plantas, microorganismos, insectos y
alimentos.

En medicina, la herramienta de edicién del genoma
CRISPR/Cas9 es de gran interés para la prevencion y el
tratamiento de diversas enfermedades genéticas, virales,
cardiacas, mentales y oncoldgicas. Actualmente, con el
sistema CRISPR/Cas9 se explora e investiga una amplia
variedad de padecimientos y se emplea exitosamente para
corregir las mutaciones, incluidos los trastornos de un solo
gen, como la fibrosis quistica, la hemofilia, la enfermedad
de células falciformes, distrofia muscular y también para
eliminar enfermedades virales como el virus de la hepatitis
B y la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), asi como enfermedades mentales como el Alzheimer,
e incluso la enfermedad de B-talasemia en lineas celulares
humanas?®.

Con la tecnologia CRISPR/Cas9 no se necesitan

a las células madre o fibroblastos, sino que se trabaja
directamente en el embrion, inyectando los componentes de
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CRISPR/Cas9 para generar el “knock-out” (desativacion de
uno o mas genes)?. La tecnologia CRISPR/Cas9 posibilita la
generacion de modelos animales genéticamente modificados
en especies muy diferentes, cuando anteriormente estaba
limitado a ratas y ratones, lo que permite obtener, por ejemplo,
modelos para el estudio de enfermedades humanas.

La tecnologia CRISPR/Cas9 se puede combinar
con la inmunoterapia, un nuevo tratamiento del cancer que
mejora células humanas inmunes mediante manipulacion
genética, dotandolas de unas moléculas especializadas que
detectan los marcadores especificos de cancer y asi poder
eliminar células cancerosas del cuerpo. Las aplicaciones de
CRISPR/Cas9 han revolucionado los laboratorios de todo el
mundo por sus innovadoras aplicaciones: permite realizar
analisis sistematicos de funciones de genes de células de
mamiferos, estudios de rearreglos y progresion de canceres
y otras enfermedades, corregir mutaciones responsables de
desérdenes hereditarios?’, e inclusive hacer diagnosticos
en biomedicina?. En el area de la investigacion biomédica,
también se ha usado para para producir especies de monos
modificadas donde se pueden imitar mas fielmente los defectos
genéticos humanos con objeto de poder estudiarlos mejor y
asi corregir enfermedades?. Asimismo, ha demostrado ser util
para conseguir nuevos modelos de perros para investigacion,
pero también podria usarse para conseguir perros con rasgos
favorables para otros fines®. La tecnologia CRISPR/Cas9 se
ha utilizado también en cerdos, por ejemplo, para que sus
tejidos puedan ser compatibles con los del ser humano y, por
tanto, trasplantables.

La herramienta de edicion genética CRISPR/
Cas9 también presenta multitud de utiles aplicaciones en el
ambito de la produccion animal. La tecnologia CRISPR/Cas9,
por ejemplo, es un gran avance en investigacion ganadera
porque permite realizar mejoras genéticas en animales de
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consumo. Por ejemplo, con este sistema se pueden replicar
las caracteristicas de vacas con los mejores fenotipos, como
pueden ser ciertas variantes del gen de la miostatina (proteina
relacionada con el desarrollo muscular), que dan lugar a un
mayor desarrollo muscular, caracteristica deseable para la
produccion de carne. Pero la gran ventaja de la tecnologia
CRISPR/Cas9 es que permite reproducir exactamente el
mismo alelo que ya existe de forma natural o generar otro
diferente sin dejar rastro en el genoma, de manera que seria
imposible distinguir si se ha producido espontaneamente o
no?,

Los animales modificados genéticamente se
utilizan como biofactorias, porque se consigue aumentar la
generacion de sustancias de interés respecto a su produccion
in vitro con células modificadas. En esta direccion, se han
generado cabras modificadas genéticamente para producir
proteinas de interés en la leche que se utilizan para tratar
coagulopatias (trastornos hemorragicos que se caracterizan
por una tendencia a sangrar con facilidad) y angioedema
(inflamacion sin dolor debajo de la piel)?.

En ganaderia, se ha utilizado también con éxito
para generar cerdos inmunes a la enfermedad del Sindrome
Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS por sus siglas en
inglés: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome), que
ocasiona pérdidas millonarias en todo el mundo®, asi como
para la produccion de ganado lechero sin cuernos®, que
evitaria la necesidad de cortarselos a las vacas.

Desde el punto de vista entomoldgico, la tecnologia
CRISPR/Cas9 se podria utilizar en el control de vectores de
transmisiéon de enfermedades, como el mosquito del género
Anopheles en el caso de la malaria. Se han trabajado dos
opciones: o modificar la especie para generar infertilidad y
controlar asi la poblacion, o introducir genes de resistencia
a los parasitos protozoarios Plasmodium, que son los
responsables de la enfermedad, para que el mosquito deje de
transmitirla a humanos3*34.

Sin embargo, suimplementacion para eliminar ciertas
especies invasivas o para alterar ciertas poblaciones salvajes
(gene drive)®* genera mucha controversia con respecto a las
consecuencias ambientales de la eliminacién de especies®-'.
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La herramienta de edicién genética CRISPR/Cas9 es también
util en el ambito de la produccion vegetal y cultivos resistentes
a plagas. El método tradicional para la mejora genética de
plantas es el cruce de especies, lo que puede durar décadas
y esto no siempre garantiza que solo las caracteristicas
deseables sean transferidas. Una alternativa mas rapida (que
puede alargarse hasta un afio) es la modificacién genética en
plantas con Agrobacterium (bacterias causantes de tumores
en plantas). En este caso se suele conseguir una especie
genéticamente modificada (OGM) con las mejoras buscadas.
Sin embargo, con la edicion genética utilizando CRISPR/Cas9
el tiempo de obtencion puede reducirse a semanas, y solo se
transfieren las propiedades deseadas. En general, CRISPR/
Cas9 puede mejorar las caracteristicas de las plantas para
consumo o0 uso humano, como por ejemplo, producir soja
con tolerancia a la sequia y la salinidad, hierba con retraso
en el tiempo de floracion o champifiones que no se ponen
marrones®, entre otros.

También se han editado genéticamente plantas para
hacerlas resistentes a diversas enfermedades® e incluso,
recientemente, se modificaron plantas de arroz para que sean
resistentes a la contaminacién radioactiva®, siendo una gran
oportunidad para cultivarlo en grandes extensiones de terreno
agricola que resultaron contaminadas por los accidentes en
las centrales nucleares de Cherndbil y Fukushima. En el area
de investigaciéon agricola, la tecnologia CRISPR/Cas9 ha
permitido editar exitosamente los genomas de Arabidopsis,
tabaco, arroz, trigo, maiz y tomate®.

Recientemente, se han realizado algunos estudios
aplicando la edicion genética por CRISPR/Cas9 para obtener
cultivos resistentes al estrés abidtico. Un ejemplo relevante
de esta aplicacion son las plantas de maiz genéticamente
modificado que presentan una productividad mayor que la
variedad original en condiciones de sequia, y similar a la
mostrada por ellas mismas bajo condiciones normales®.
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También se han obtenido variedades de arroz mas
saludables modificando la ruta de sintesis de su almidon
mediante edicion genética por CRISPR/Cas9. El almidén
es un polisacarico que presenta dos formas moleculares, la
amilosa y la amilopectina. El almidon es mas saludable cuanto
mayor sea su proporcion de amilosa pues ayuda a prevenir
infecciones serias y a reducir el indice glucémico*. Aunque el
porcentaje de amilosa en el almidon del arroz suele ser como
maximo del 30%, se han conseguido arroces genéticamente
modificados con indices de amilosa superiores a los no
modificados usando la tecnologia CRISPR/Cas9 en el gen que
juega un papel importante en la sintesis de la amilopectina*'.

La edicion por CRIPR/Cas9 permite acelerar los
procesos de domesticacion de plantas. Asi lo demostro el
equipo de Zsdgodn et al. (2018), que logré domesticar una
variedad silvestre de tomate en un solo ensayo mediante
el knock-out de 6 genes*. Estas plantas modificadas
genéticamente produjeron 10 veces mas tomates que las
no modificadas y los frutos tuvieron un tamafio superior y
una calidad nutricional mejorada, acumulando 5 veces mas
licopeno.

El sistema CRISPR/Cas9 se utiliz6 exitosamente
para realizar edicion gendmica en Arabidopsis, el organismo
vegetal mas estudiado. Por ejemplo, se ha reportado que
la eficiencia de regeneracion de plantas de Arabidopsis
thaliana modificadas genéticamente es superior al 46%, con
lineas germinales que contienen pequefias inserciones o
deleciones*. Otro trabajo publicado sobre el uso del sistema
CRISPR/Cas9 en A. thaliana se baso en la edicion del gen
reportero GFP, que codifica a la proteina verde fluorescente,
con mutaciones que afectaron su funcionalidad. El gen GFP no
funcional se integré al genoma de la planta, y posteriormente,
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se realizé la edicion correspondiente con CRISPR/Cas9 para
restaurar la funcion del gen, cortando el fragmento génico
que provocaba la falta de funcionalidad de la proteina GFP.
Con ello demostraron la herencia de modificaciones de la
linea T1 a la linea T2, por lo que el sistema es prometedor
para facilitar la edicion de plantas*. Hyun et al.*, realizaron
mutagénesis sitio dirigida del genoma nuclear de A. thaliana
utilizando el sistema CRISPR/Cas9, con la finalidad de inducir
la proliferacion tisular durante la embriogénesis de la planta.
Las secuencias guias que utilizaron pertenecen al locus T de
floracién (FT) y a la proteina de union al promotor squamosa.
El knock out realizado por CRISPR/Cas9 se observa en la
generacion T1 de las plantas, al mostrar una floracién tardia
que indicé que el gen FT habia sido mutado. La secuenciacion
de alelos mutantes del gen en las generaciones T1, T2 y T3,
reveld la delecion o insercidon de nucledétidos en la secuencia

Los agronomos emplean esta técnica para
desarrollar cultivos resistentes a las plagas, el moho o la
sequia. Este tipo de aplicaciones pueden ayudar a preservar
la diversidad genética natural (biodiversidad) de las especies,
que representa la base de todo proceso de mejora y cuya
pérdida con el paso del tiempo es uno de los problemas de la
agricultura moderna.

Ya hemos visto que el sistema CRISPR/Cas9 se
puede utilizar en el area de la biotecnologia agropecuaria,
pero lo cierto es que también se puede usar para mejorar los
alimentos que consumimos y modificar las bacterias y otros
microorganismos de uso industrial y alimentario. De hecho,
esta tecnologia ha facilitado y abaratado el uso de bacterias
modificadas para la generacion de proteinas especificas de
interés que sean perfectamente funcionales?2.

Pero no solo eso, CRISPR/Cas9 se utiliza para
identificar cepas de bacterias y estudiar los mecanismos y
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genes relacionados con su resistencia a los antibidticos y
a virus. Un ejemplo de esto ultimo es la modificacion de la
bacteria S. thermophilus, que se utiliza para elaborar quesos y
yogur, para protegerla de los virus que pudieran dafarla, y asi
asegurar su produccion o incluso aumentarla*. No obstante,
es mas importante el primero de los casos: conocer los
mecanismos de resistencia de las bacterias a los antibidticos.
La resistencia a los antimicrobianos representa un gran reto
de nuestro tiempo debido a que el uso indiscriminado de estos
agentes permite la aparicion de bacterias multirresistentes
por lo que las opciones para un tratamiento efectivo han
disminuido y en algunos casos se han agotado*’. Actualmente
hay escasez en el desarrollo de nuevos antimicrobianos,
porque desde hace varias décadas no ha salido al mercado
una nueva familia de agentes antimicrobianos*. Predicciones
recientes estiman que, para el afio 2050 el numero de
muertes producidas por bacterias multirresistentes a los
antimicrobianos alcanzaran los 10 millones anuales, cifra que
superaria a las muertes producidas por cancer que rondarian
los 8.2 millones anuales*.

Por lo anterior se buscan nuevas estrategias para
combatir a las infecciones bacterianas y una adaptacion en
el uso del sistema CRISRP/Cas9 podria ofrecer una nueva
opcion eficiente en el tratamiento de infecciones bacterianas.
A diferencia de los antimicrobianos convencionales cuya
actividad se considera de amplio espectro (toxicos para una
gran cantidad de bacterias), el sistema CRISPR/Cas9 se
puede programar de manera especifica para que Unicamente
actue sobre un tipo de poblacidon bacteriana, quedando
intactas otras poblaciones, como, por ejemplo, las que
conforman la microbiota intestinal humana®-%'. Una opcion
con buenos resultados, es el uso de fagémidos, a los que
se les incorporan genes que codifican la nucleasa Cas y el
sgRNA modificado para atacar a los genes de interés®. Un
ejemplo del uso exitoso de esta estrategia es el uso del fago
filamentoso M13, con el que, de manera selectiva se elimin6 a
una cepa de E. coli resistente a antimicrobianos. Ademas, se
observo que el tratamiento con los fagémidos incrementé la
supervivencia de la polilla de la cera, Galleria mellonella, que
es un modelo para estudiar a E. coli EHEC 0157:H7 capaz de
producir infecciones intestinales®.
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Otro modelo exitoso es el uso del fago ®NM1, donde los
fagémidos se emplearon para tratar una infeccion cutanea
producida por Staphylococcus aureus en ratones®. Después
del tratamiento, algunas bacterias lograron sobrevivir,
sin embargo, no contenian los genes de resistencia a
antimicrobianos contra los que estaba dirigida la nucleasa
Cas, por lo que el uso del sistema CRISPR/Cas9 permitio la
eliminacion de las bacterias que poseian el determinante de
resistencia contra el que estaba dirigido®.

El uso de esta biotecnologia para el tratamiento de
infecciones bacterianas es muy eficaz y tiene el potencial para
el disefio de tratamientos personalizados, pudiendo utilizarse
Unicamente en las bacterias responsables de la infecciéon o
adaptarse para atacar genes de interés que codifican factores
de resistencia a antimicrobianos, como las B-lactamasas
de espectro extendido (enzimas producidas por bacterias
y responsables de la resistencia a la acciéon de antibidticos
como penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenémicos), o factores de virulencia, como los
determinantes en la formacién de biocapas?.

Por ultimo, una novedosa aplicacién de CRISPR/
Cas9 es el llamado gene drive, un proceso de edicion de
genes sexuales que busca alterar la reproduccion de una
especie. Basicamente consiste en hacer que las nucleasas
Cas9 y una guia de ARN se dirijan contra un gen especifico
que reside en el cromosoma sexual. Este gen se copia en el
cromosoma del segundo progenitor de tal manera que, una
vez editados los cromosomas, ya no se sigue la herencia
mendeliana. En la nueva situacion, el nuevo gen es heredado
por descendencia del individuo en el 100% de los casos (en
lugar del 50% habitual), por lo que se propaga mucho mas
rapidamente en una poblacion, sin necesidad de que confiera
un rasgo ventajoso a los individuos® .

Esta técnica se utiliza para acabar con los mosquitos
portadores de enfermedades como el virus de la fiebre
amarilla (enfermedad viral transmitida por mosquitos del
género Aedes) o el Zika (causada por un flavivirus de ARN), o
extender la resistencia al parasito de la malaria en la poblacion
del mosquito portador, eliminar plantas invasoras o erradicar
su resistencia a herbicidas®.
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Recientemente, se consiguié la erradicacion de
una poblacion entera del mosquito transmisor de la malaria
(Anopheles gambiae) en cautividad mediante esta estrategia®.
Tras introducir una mutacion recesiva que provoca esterilidad
femenina en unos pocos individuos, se consiguid eliminar
por completo la poblacion en 10 generaciones. A pesar de
lo prometedor de estos resultados, todavia son necesarios
numerosos estudios para garantizar la eficacia y seguridad
de la técnica en el ambiente natural. Aunque con resultados
menos exitosos, también recientemente se consiguid utilizar
gene drive en mamiferos, en concreto en ratones, que fueron
estudiados con el objetivo de favorecer la descendencia de las
especies que mejor permiten la simulacion de enfermedades
humanas®’.

Un aspecto de suma importancia a tener en
cuenta en la aplicaciéon clinica de esta tecnologia son las
implicaciones éticas generadas del uso de la misma. El hecho
de poseer una herramienta que genera cambios especificos
en el ADN abre la posibilidad de utilizar CRISPR/Cas9 para
“disefiar humanos” con propiedades mejoradas como, por
ejemplo, poseer menos susceptibilidad a enfermedades o
quiza con caracteristicas especificas (color de pelo, altura,
etc.) Por ello, J. Doudna, co-inventora del CRISPR/Cas9,
en una conferencia en 2015% pidié cautela a la comunidad
cientifica ante cualquier aplicacion clinica de CRISPR/Cas9
en embriones humanos, solicitando hacer una pausa que
permita considerar todas las implicaciones éticas al respecto.

Actualmente, tal como se ha mostrado en este
articulo, la tecnologia de edicion gendmica basada en
CRISPR/Cas9 ha encontrado aplicacion en varios escenarios
cientificos. Las ganadoras del Premio Nobel 2020 aislaron
los componentes minimos necesarios para poner en
funcionamiento esta tecnologia y demostraron in vitro que
con esos componentes se puede hacer edicion sencilla del
ADN. Esta tecnologia de edicién génica es lo suficientemente
“sencilla” y accesible como para que se pueda implementar
en muchos laboratorios. Asi se pueden expandir las diferentes
investigaciones y se amplian las potenciales aplicaciones a
nuevos procesos de interés cientifico, sanitario, agrario o
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industrial, sin necesidad de tener demasiados recursos. Esta
herramienta genética no soélo ha revolucionado la ciencia
béasica, sino que también da lugar a cultivos innovadores
y conducira a nuevos tratamientos meédicos innovadores.
La herramienta CRISPR/Cas9 abre la puerta a numerosas
aplicaciones de edicion genética hasta ahora impracticables.
No obstante, algunas de ellas suscitan cuestiones éticas
cuya discusion es urgente para garantizar un desarrollo
justo, seguro y acorde con el respeto a la dignidad humana.
En este sentido, una de las principales preocupaciones es la
posibilidad de utilizar CRISPR/Cas9 para alterar el genoma
humano en la linea germinal. Si bien esta posibilidad ya existia
con técnicas anteriores, la simplicidad, efectividad y bajo costo
de CRISPR/Cas9 hace que su llegada a la clinica parezca
una posibilidad cada vez mas factible. La identificacion de
CRISPR/Cas9 subraya la forma en que muchas invenciones
avanzan en la biologia molecular a partir de la investigacion
béasica de los mecanismos naturales de la replicacion del DNA,
la reparacion, y la defensa contra los virus. Una vez que fue
comprendido el mecanismo subyacente a su funcionamiento,
se visualizaron sus posibles aplicaciones avanzadas en
biologia molecular, genética, biotecnologia, microbiologia
molecular y biomedicinas. La tecnologia CRISPR/Cas9 es un
ejemplo excelente de como funciona la ciencia hoy en dia:
de manera interdependiente, colectiva, multidisciplinaria y
multinacional.
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GLOSARIO

crRNA: ARN que especifica la secuencia
de ADN diana donde va a cortar la
nucleasa Cas.

tracrRNA: ARN crispr trans-activador, es
un ARN pequeno codificado en trans.

sgRNA: ARN guia Gnico personalizado. Es
un hibrido de crRNA y tracrRNA

Knock-out: proceso de modificacion
genética para desactivar uno o mas genes
de forma especifica. El objetivo suele ser
estudiar el impacto de la pérdida de un
gen y aprender acerca de su funcion.

Fagémidos: Plasmidos empaquetados
dentro de una capside virica.

Locus: Lugar especifico del cromosoma
donde se localiza un gen u otra secuencia
de ADN.
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