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éMejoramiento Genético o Manipulacion Genética?

Introduccion

En octubre del ano 2020, las cientificas Jennifer Doudna,
de origen estadounidense,y Emmanuelle Charpentier, de
origen franceés, obtuvieron el premio Nobel de Quimica
2020 por el desarrollo de un método de edicion genética,
llamado CRISPR-Cas9 (The Nobel Prize, 2022). La técnica
de CRISPR-Cas es una herramienta de edicién del genoma
que se ha utilizado para modificar genes de manera
rapida, facil y eficiente en una amplia variedad de tipos

de células biomédicamente importantes y en organismos
que tradicionalmente han sido dificiles de manipular
genéticamente. El poder de esta técnica para realizar
alteraciones especificas y altamente eficientes de la
secuencia del genoma y la expresion génica sin duda esta
transformando la investigacion en varias areas de estudio
(Sander JD et al., 2014; Giau Vo Van et al., 2018). El presente
trabajo tiene el objetivo de describir la técnica de CRISPR-
Cas y algunos de sus alcances de hoy en dia, asi como

ciertas limitaciones.

Historia de la técnica CRISPR-Cas

La técnica CRISPR-Cas surge del estudio del sistema inmune
de las bacterias, ya que tienen en su codigo genético
secuencias repetidas que estan muy bien conservadas, es
decir, que se han mantenido sin grandes cambios entre
especies de bacterias y a lo largo de los anos. Estas zonas de
repeticion son llamadas repeticiones palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas que, por su nombre
en inglés, clustered reqularly interspaced short palindromic
repeats,toma la abreviatura de CRISPR. Las secuencias
repetidas fueron descritas por primera vez hace mas de

30 anos, en 1987, durante una investigacion del genoma
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de la fosfatasa alcalina

de la bacteria Escherichia
coli. En ese momento, era
bastante dificil definir la
funcidén biologica de estas
secuencias inusuales, no fue
sino hasta los mediados de
la década de los 2000 que
fue descrita su funcién. En
1993, las CRISPR fueron
descritas por primera

vez en otras especies de
microorganismos conforme
la ciencia adoptaba

mas el estudio de los
genomas; por ejemplo,

en las archeas (Holaferax
mediterranei) y algunas
otras bacterias. A principios
de la década de los 2000,
finalmente se condujo

al descubrimiento de la
funcion de CRISPR como un
sistema inmune bacteriano.
Este descubrimiento en un
inicio fue menospreciado
por la comunidad cientifica,
pero finalmente algunos
anos después se aceptoéd
como tal. De manera
paralela, se propusieron
varios genes para codificar

proteinas de reparacion
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del 4cido desoxiribonucleico (ADN), los cuales se asociaron EL ADN consta de dos

estrechamente con CRISPR y se designaron como genes Cas  cadenas que se enrollan

(del ingles, CRISPR-associated) (Ishino Y et al., 2018). entre ellas para formar una
Gracias a los estudios genémicos comparativos fue estructura de doble hélice.
que se sugirio que las proteinas CRISPR y las proteinas Cada cadena tiene una
Cas en realidad trabajan juntas y constituyen un sistema parte central formada por
de inmunidad adquirida para proteger a las bacterias azucares (desoxirribosa) y
de manera analoga a otros sistemas inmunes de células grupos quimicos fosfato.
animales, plantas y hongos (figura 1) (Ishino Y et al., 2018). Enlazados a cada azucar

hay una de las siguientes
Mantenimiento del Sistema Inmune bases nitrogenadas: adenina
de las bacterias . .
(A), citosina (C), guanina (G)
y timina (T). Las dos cadenas
se mantienen unidas por

enlaces entre las bases.

|Genes CRISPR «<—— Proteinas cas

La secuencia de estas
/ \ bases es lo que codifica las

instrucciones para formar

Proteccion de una

Proteccion a la bacteria invasién de plasmidos proteinas y moléculas de
de una invasion viral

& & acido ribonucleico (ARN’s),
que son acidos nucleicos

de una sola cadena que

Figura 1. Funcién bacteriana de la técnica CRISPR-Cas. Los estudios genémicos comparativos aportan la informacion para
demostraron que las CRISPR y las proteinas Cas trabajan en conjunto, constituyendo

el sistema inmune de bacterias protegiéndolas de la invasién de virus y plasmidos. Las la produccién de protel'nas

CRISPR-Cas protegen a las bacterias de manera analoga a otros sistemas inmunes de

células animales, plantas y hongos. (Christopher P Austin et
al.,2022). Con el uso de

Descripcion de la técnica de CRISPR-Cas la técnica CRISPR-Cas da

La técnica CRISPR-Cas es una técnica de biologia molecular  la posibilidad de editar el
que consiste en “cortar y pegar”, de manera precisa, partes cédigo genético, es decir, es
de la informacion genética contenida en el ADN en lugares  posible modificar la cadena
especificos del genoma (Sander JD et al., 2014). de bases nitrogenadas del

ADN de microorganismosy
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de organismos superiores, como las plantas y animales, de
manera que se pueda corregir un error genético, mejorar o
introducir una nueva caracteristica deseable (Sander JD et
al., 2014).

Como ya se menciond, las bacterias tienen en su
codigo genetico secuencias repetidas que se asocian a un
conjunto de genes que codifican proteinas reparadoras de
ADN llamadas Cas. Las proteinas Cas tienen dominios de
nucleasas, es decir,zonas que rompen los enlaces entre
los nucledtidos de los acidos nucleicos, lo que ayuda a
romper el genoma invasor. EL ADN invasor es cortado por
una nucleasa Cas en pequenos fragmentos de ADN que
después son incorporados a una region especifica del
genoma bacteriano como un nuevo espaciador, es decir,
como una region del codigo genético que no copia a ARN
y que se localizan entre genes que si lo hacen. Despueés, la
region CRISPR se transfiere a un ARN - CRISPR incluyendo
un espaciador y una secuencia parcial repetida. Finalmente,
el ARN - CRISPR guia a la proteina Cas hacia los acidos
nucleicos extranos, lo que desencadena la degradacion
de las secuencias de ADN invasor. De esta manera, tanto
los genes CRISPR como las proteinas Cas trabajan en
conjunto para proteger a las bacterias de la invasion de
virus, de moléculas pequenas circulares de ADN, llamados
plasmidos, o de moléculas de ARN; constituyendo asi el
sistema inmune bacteriano (Hryhorowicz M et al., 2017;
Ishino,Y et al., 2018), el cual es altamente adaptativo y
heredable ya que incorpora pequenas secuencias de virus 'y
otros elementos génicos en la secuencia de CRISPR de las
mismas bacterias para ser transcritos y procesados en RNAs
que guian la destruccidn de acidos nucleicos invasores
(Charpentier E, 2014).
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Las secuencias guia,
dentro de los espaciadores
CRISPR, normalmente
corresponden a genomas
extranos que constituyen
la forma de la inmunidad
adquirida de las bacterias.

Sin embargo, puede
sustituirse facilmente por
una secuencia de interés
para ser dirigidos a la
proteina Cas. Los cortes
especificos de la doble
cadena de ADN, generadas
por las proteinas Cas,
inducen procesos de
reparacion de ADN celular
que pueden explotarse
para modificar el genoma
(Hryhorowicz M et al., 2017).

Por tanto, la edicion
genética es una técnica de
laboratorio que introduce
mutaciones o cambios
intencionales en el ADN
en forma de inserciones
(adicion de uno o mas pares
de bases de nucleotidos
en una secuencia de ADN),
deleciones (pérdida de un
solo par de nucledtidos de
ADN o de un fragmento de

cromosoma) o sustituciones
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de bases nitrogenadas (intercambio de un par de bases por

un par de bases diferente) en las secuencias blanco para

corregir un error 0 mejorar una caracteristica deseable (Raul

Torres-Ruiz et al., 2017).

Aplicaciones de la técnica de CRISPR-Cas

El descubrimiento del sistema CRISPR-Cas permitio a los
cientificos pensar en realizar ediciones del genoma de
microorganismos que antes era complicado manipular
sus genes, de plantas,animales e incluso del humano.
Por lo que esta tecnologia es facil de disenar y producir,
siendo altamente eficiente y econémica. De esta manera
su implementacién ha crecido entre los cientificos ya que
es sencilla, versatil y especifica, estableciendo una de las

herramientas mas poderosas de la ingenieria genética.
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> errores
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Figura 2. Aplicaciones de la técnica CRISPR-Cas en el campo de la medicina, biomedicina y
biotecnologia. Sus aplicaciones son bastante diversas, algunas estan relacionadas a las
areas de medicina, biomedicina, biotecnologia. Donde se ha estudiado e implementado

tratamientos dirigidos y especificos de enfermedades genéticas o contra el cancer. Ademas,

se ha buscado corregir errores genéticos, pudiendo evitar el desarrollo de enfermedades
hereditarias.

Sus aplicaciones podrian ser practicamente infinitas

(figura 2),algunas estan relacionadas a las areas de

agricultura, medicina,
biomedicina, biotecnologia,
microbiologia, entre otras
(tabla 1). Si hablamos del
campo de la agricultura,

se ha estudiado la
posibilidad de mejorar una
caracteristica deseable en
una especie para que sea
mas nutritiva o sea mas
fuerte a las inclemencias
de la naturaleza.En el
campo de la medicina, se
ha buscado implementar
tratamientos dirigidos y
especificos. Por ejemplo, en
el tratamiento del cancer
se podria desarrollar una
nueva terapia dirigida a

las células que han sido
danadas. También en las
enfermedades genéticas,
las cuales se desarrollan
debido a que un gen no esta
transmitiendo la informacion
de manera correcta, ello
lleva a la aparicion de una
enfermedad o trastorno
que no se puede curar,
tales como fibrosis quistica,
anemia falciforme, distrofia
muscular de Duchenne o

hemofilia, entre muchas
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otras. Por lo que con esta técnica se podria vislumbrar una posible cura o al menos un

tratamiento que impacte positivamente en la calidad de vida de los pacientes que la sufren.

En el campo de la biomedicina, se podria utilizar para realizar cambios en los mecanismos

que regulan la expresidn de genes, para buscar de manera intencionada genes alterados

para prevenir la aparicion de enfermedades o caracteristicas no deseadas; para avanzar

significativamente en el tema de trasplantes de dérganos o células entre especies cercanas;

en la medicina regenerativa podria ayudar a reemplazar, reestablecer o regenerar células,

tejidos u 6rganos para restaurar su funcionamiento normal; o bien, creando modelos

animales que ayuden en el estudio de enfermedades no muy comunes o raras que afectan

al humano (Raul Torres-Ruiz et al., 2017).

Tabla 1. Aplicaciones de la técnica CRISPR-Cas por drea de conocimiento.

Area

Aplicaciones

Referencias

Agricultura

* Mejoramiento de caracteristicas
deseables.

* Promover que una especie sea mas
fuerte a las inclemencias de la
naturaleza.

e Jiang W, et al. 2013

* Schenke D, et al. 2020

Medicina

Busqueda de tratamientos dirigidos y
especificos en diferentes enfermedades.
Ayudar a reemplazar, reestablecer o
regenerar células, tejidos u érganos
para restaurar su funcionamiento
normal.

e long C et al. 2014

¢ Chen M, et al. 2019

Biomedicina

Cambios en los mecanismos que
regulan la expresion de genes.

En el trasplantes de 6rganos o células
entre especies cercanas.

Desarrollo de modelos de estudio

de enfermedades tales como cancer,
inmunitrias, genéticas, neuroldgicas,
cardiovasculares, infecciosas y de
enfermedades raras.

Estudiar los mecanismos moleculares
fisiopatologicos de diversas
enfermedades.

*Yang L,et al. 2015
* Seruggia D, et al. 2015

* Wang H, et al. 2013

¢ Schwank G, et al. 2013

Microbiologia

* |dentificacion de microorganismos.

e LiuQ,etal. 2021
e Hsu JF,et al. 2021

Biotecnologia

* Estudio y desarrollo de herbicidas.
* Evolucion de tecnologias existentes.

* Kowalczyk T et al. 2022
* Zhu H et al. 2020

Desventajas del uso de la técnica de CRISPR-Cas

No todo es miel sobre hojuelas, el sistema CRISPR-Cas permite la modificacion permanente

del genoma y, por lo tanto, crea efectos fuera del objetivo que deben controlarse. Entre las
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desventajas que tiene el uso de la técnica, se encuentran la posibilidad de crear mutaciones
en lugares del genoma no deseables, mutaciones silenciosas (sustituciones de bases de
nucleotidos que no producen cambios en la funcionalidad de la cadena de aminoacidos),
variaciones estructurales del ADN, tales como deleciones (pérdida de nucledtidos o un
fragmento de ADN), inversiones (un segmento de ADN cambia de sentido), duplicaciones
(repeticion de un fragmento de ADN) y rearreglos que podria ocasionar mas problemas que
beneficios (Manghwar H et al., 2019).

Otra desventaja recae en que podria ser utilizada con fines no tan benéficos, cayendo
en acciones poco éticas. Se debe considerar las cuestiones éticas, las preocupaciones de
seguridad y las dificultades de aplicacion, para predecir cuales serian los posibles limites
del uso de la técnica (figura 3). Poniendo esto junto se vislumbra que la edicion terapéutica
del genoma en embriones humanos no sera posible en un futuro préximo (Ayanoglu FB et
al., 2020).

Por otro lado, no deben olvidarse los efectos potenciales de CRISPR-Cas en otras areas.

También se deben discutir las interacciones con otros organismos y el medio ambiente,
como en la evaluacion de riesgos, las medidas de seguridad para prevenir la degradacion
ecologica o el uso potencial en la mejora genética de animales y productos agricolas
(Ayanoglu FB et al., 2020).

&ipﬂ‘;:c%n

wﬁca«‘v

Figura 3. Consideraciones bioéticas del uso de la técnica CRISPR-Cas. Se debe considerar las cuestiones
éticas, las preocupaciones de seguridad y las dificultades de aplicacién, para predecir cuales serian los
posibles limites del uso de la técnica CRISPR-Cas.
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Consideraciones finale

La velocidad con la que avanza CRISPR refleja su utilidad, sencillez y eficiencia. Debido

a que las aplicaciones de la técnica de CRISPR-Cas son tan variadas y diversas, la ha
convertido en una plataforma multifuncional cuya aplicabilidad va mas alla de la edicién
de un solo gen para realizar la edicion multiple, la regulacion especifica de la secuencia

de la expresion génica y las pantallas de todo el genoma de otras plataformas (Raul
Torres-Ruiz et al., 2017). Estos nuevos desarrollos metodologicos han incrementado
considerablemente las alternativas tecnologicas para el estudio de la funcion génica y para
el modelado en diversos organismos y enfermedades. Por tanto, utilizada de la manera

adecuada bajo la normativa correcta, tendria mas beneficios que perjuicios.
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